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До середины 1970-х годов цианобактерий считали водорослями несмотря на то, что отсутствие клеточ-
ного ядра (по современным представлениям, один из признаков прокариотов) отличало их от остальных 
членов этой таксономической группы. Затем, когда бактерии были отождествлены с прокариотами, 
синезеленые водоросли были переквалифицированы в цианобактерий, и бактериологи начали изу
чать их культивируемые штаммы микробиологическими методами. Но, поскольку цианобактерии 
не подчинялись бактериальному кодексу (ICNB), разработка их таксономии, особенно в части но-
менклатуры, столкнулась с проблемами, которые оставались нерешенными до начала 2010-х годов. 
Происходящие перемены связаны с общим прогрессом таксономии прокариотов при взрывообраз-
ном накоплении данных секвенирования генов 16S рРНК, особенно у некультивируемых объектов. 
Достижения таксономии цианобактерий в области описания: I) на основе полифазного подхода 
опубликованы новые таксоны рангом от вида до порядка; II) опубликованы таксоны “темновых” 
цианобактерий с несколькими типами нефототрофного метаболизма; III) опубликованы таксоны 
цианобактерий с красно-смещенными хлорофиллами d и f. Достижения в области номенклатуры: 
IV) таксоны, валидно опубликованные согласно ботаническому кодексу (ICN), впредь считают-
ся таковыми согласно прокариотному кодексу (ICNP); V) в ICNP введен ранг филы, и на основе 
валидной публикации типового рода Cyanobacterium gen. nov. по правилам ICN легитимировано 
название филы цианобактерий ‒ Cyanobacteriota; VI) благодаря созданию параллельного кодекса 
SeqCode, согласно которому номенклатурным типом служит последовательность геномной ДНК, 
имена некультивируемых таксонов (Сandidatus) могут приобрести номенклатурный статус. Дости-
жения в области классификации: VII) реконструировано эволюционное древо оксигенных фото-
трофов и их родственников; VIII) создана филогеномная система порядков и семейств; IX) разра-
батывается экогеномная классификация, основанная на анализе геномов и данных об их экологи-
ческом распространении. Предстоит решить задачу по ограничению таксономической избыточности 
цианобактерий и продолжить разработку концепции их вида.

Ключевые слова: молекулярная филогения, номенклатурный тип, полифазный подход, таксономия 
цианобактерий, фила, чистая культура, ICN, ICNP, SeqCode, Vampirovibrionia

DOI: 10.31857/S0026365624050019

ВВЕДЕНИЕ

Со второй половины 1970-х гг. синезеленых 
водорослей стали рассматривать как цианобакте-
рии и  изучать микробиологическими методами 
(Stanier, Cohen-Bazire, 1977). Однако разработке 
их  таксономии помешало различие правил двух 
кодексов номенклатуры ‒ ботанического и бакте-
риального. Так что в данном плане эти прокариоты 
оказались в двойственном положении (Komárek, 
2006). Маргинальный статус не соответствовал сте-
пени их изученности, тем более не отражал их ис-
ключительного места в мире прокариотов и биосфере 

в  целом  ‒ по  распространению, численности, 
вкладу в  глобальный метаболизм, функции ви-
новника кислородной катастрофы и роли предка 
хлоропласта.

Проблемы таксономии цианобактерий, особен-
но в  части номенклатуры, не  находили решения 
вплоть до начала 2010-х годов. Ключевые перемены 
произошли на фоне общего прогресса таксономии 
прокариотов вследствие лавинообразного накопле-
ния данных 16S-филогении и результатов метаге-
номных исследований некультивируемых объектов.

Поскольку развитию таксономии цианобак-
терий посвящено множество публикаций, в том 

ОБЗОРЫ
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числе обзорного плана, настоящий обзор сосредо-
точен только на наиболее релевантных сообщениях. 
Следует также отметить, что вопросы таксономии 
цианобактерий не часто рассматривались в свете 
общих проблем таксономии прокариотов, и пред-
лагаемая статья актуализирует эту задачу.

QUID CYANOBACTERIUM EST

Циановые (греч. kianeos и лат. cyaneus синий), 
или синезеленые (blue-green) водоросли последо-
вательно классифицировались как Myxophyceae 
K. Wallroth, 1833 / Phycochromaceae G. Rabenhorst, 
1865 / Cyanophyceae J. Sachs, 1874 / Schizophyceae 
F. Cohn, 1879 / Cyanophyta F. Steinecke, 1931. Хотя 
они всегда воспринимались как группа, отличаю-
щаяся от остальных объектов альгологии (Fritsch, 
1945), решающее понимание этого отличия было 
достигнуто только в  свете концепции, давшей 
ответ на классический вопрос микробиологии что 
такое бактерия? (лат. quid est bacterium): бактерия 
это прокариот и vice versa (Stanier, van Niel, 1962). 
С той поры циановых прокариотов стали интер-
претировать как одну из групп бактерий.

Путь от циановых водорослей к цианобактери-
ям. Во второй половине 1870-х годов Фердинанд 
Юлиус Кон (см. Drews, 2000) предложил рассмат
ривать способ размножения циановых водорос-
лей ‒ дробление (дочерние особи образуются путем 
деления материнской клетки либо фрагментацией 
трихома) ‒ как признак таксона высокого ранга. 
Поэтому он отнес их к классу Schizophyceae (S[c]
hi.zoʹphy.ce[a]e; греч. shizo дробиться; греч. phycos 
водоросль). Аналогичным образом, бесцветным 
морфологическим аналогам Schizophyceae он отвел 
класс Schizomyceae (S[c]hi.zoʹmy.ce[a]e; греч. mykes 
гриб). Рассматривая эти таксоны как сестринские, 
он объединил их в отдел Schizophyta (S[c]hi.zoʹphy.
ta; греч. phyton растение). Ближе к концу XIX в. 
эту концепцию приняли другие ведущие ботани-
ки (De Bary, 1885; Fischer, 1897). В системе расте-
ний начала XX в. уже фигурировал класс Bacteriata 
(Schizophyta Cohn) с подклассами Bacteriomorpha 
Gobi (не фотосинтезирующие) и Cyanomorpha Gobi 
(Schizophyceae Cohn) (см. Гоби, 1916). Во второй 
подкласс также вошли бесцветные, или апохлоро-
тические (лат. apo- отсутствие; греч. chloros зеленый; 
бесхлорофилльные) циановые водоросли. По по-
воду последних высказывались эволюционные ги-
потезы: в частности, нитчатых бактерий Beggiatoa 
и  Leptothrix считали бесцветными водорослями 
(Fischer, 1897). Однако лишь во второй половине 
XX в. исследователи из Пастеровского Института 
в Париже (Stanier et al., 1971) пришли к выводу, что 
циановые водоросли ‒ не растения, а бактерии, 
образующие хлорофилл и выделяющие кислород 
как побочный продукт окисления воды.

История термина. Термин синезеленые [фото]
бактерии и иерархический ряд – класс “Blue-green 
photobacteria” / отдел “Phototrophic prokaryotes” / 
царство Procaryotae были впервые использованы 
во вступительной статье к 8-му изданию Опре-
делителя бактерий Берги (Murray, 1974). Любо-
пытно, что Роджер Эйт Стениер, обосновавший 
“цианобактериальную” концепцию синезеленых 
водорослей, некоторое время продолжал назы-
вать их не цианобактериями (cyanobacteria; Stanier, 
1977), а цианофитами (cyanophytes). Ботаники ре-
шительно выступили против данной концепции 
и особенно против самого термина (см. Geitler, 
1979). Задним числом можно предположить, что 
термин синезеленые бактерии (см. выше), по ана-
логии с  терминами пурпурные бактерии (purple 
bacteria) и зеленые бактерии (green bacteria), не вы-
звал бы такой реакции. Так или иначе, сочетание 
специфического названия ботанического таксо-
на (циано-) с обозначением микробиологических 
объектов (-бактерии) символично: оно отражает 
паритет и преемственность двух дисциплин в изу
чении этих микроорганизмов.

С изменением взгляда на значение клеточной 
организации для таксономии циановых водорос-
лей/цианобактерий к их изучению были привле-
чены микробиологические методы, основанные 
на  культивировании и  физиолого-биохимиче-
ском, а  позднее и  молекулярно-генетическом 
анализе (Stanier, Cohen-Bazire, 1977). С начала 
1980-х гг. бактериологи применяют к цианобак-
териям полифазный подход (см. ниже); альго-
логи следуют их примеру и все чаще используют 
термин цианобактерии вместо термина синезеле-
ные водоросли, постепенно отказываясь от  еще 
недавно популярного термина цианопрокариоты 
(см. Komárek et al., 2014).

Рис. 1. Общая схема эволюционного древа циано-
бактерий и родственных филотипов, реконструиро-
ванного c учетом сходства последовательностей гена 
16S рРНК (Pinevich, Averina, 2021). Белые и черные 
треугольники, соответственно, фотосинтезирующие 
и не фотосинтезирующие филотипы.
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Филогения цианобактерий. В  конце 1970-х гг. 
было показано, что цианобактерии образуют 
один из крупных стволов домена Bacteria ‒ филу 
Cyanobacteria (Bonen et al., 1979; Castenholz, 2001). 
По  последним данным (см. Pinevich, Averina, 
2021), близкими родственниками цианобактерий 
являются некультивируемые объекты ‒ пред-
ставители фил Сandidatus Sericytochromatia, Ca. 
Margulisbacteria и Ca. Saganbacteria (рис.1).

Согласно имеющимся данным, фила Cyano-
bacteria состоит из классов Oxyphotobacteria (фо-
тосинтезирующие, “light”) и  Vampirovibrionia 
(не фотосинтезирующие, “dark”), хотя в  ред-
ких случаях вывод об  их совместной кластери-
зации находит оппонентов (Garcia-Pichel et al., 
2020). В  классе Oxyphotobacteria имеются два 
подкласса. Один из  них, или группа кроны дре-
ва (crown group; Shih et al., 2017), содержит не-
архаичных цианобактерий; помимо них к  нему 
относятся цианеллы (облигатные эндосимби-
онты протистов Glaucocystophyceae), а также хло-
ропласты Chlorophyceae, Charophyceae и зеленых 
растений. Это так называемые “первичные хло-
ропласты”, произошедшие от  представителей 
самой ранней клады группы кроны древа (в нее 
входит современный вид Gloeomargarita lithophora; 
Ponce-Toledo et al., 2016). К другому подклассу, 
Gloeobacteria, относятся архаичные цианобактерии 
(Rahmatpour et al., 2021); в отличие от остальных 
Oxyphotobacteria у них нет тилакоидов.

Темновые цианобактерии. В  настоящее время 
способность к фототрофии обнаружена у предста-
вителей восьми бактериальных фил (Acidobacteria, 
Bacteroidetes‒Chlorobi‒Fibrobacteres, Candidatus 
Eremiobacterota (WPS-2), Chloroflexi, Cyanobacteria, 
Firmicutes, Gemmatimonadetes и Proteobacteria). При-
чем в одну и ту же филу наряду с фототрофными 

(“световыми”) входят хемотрофные (“темновые”) 
представители (Cardona, 2015; Ward et al., 2019). 
До недавнего времени единственным исключе-
нием считались облигатно фототрофные циано-
бактерии, хотя с конца XIX в. нитчатых циановых 
водорослей и по морфологии почти не отличаю
щихся от  них бесцветных бактерий Leptothrix 
и  Beggiatoa считали эволюционными родствен-
никами. Такая точка зрения просуществовала 
до начала 1980-х гг. (см. Reichenbach, 1981), пока 
ее не опровергли данные молекулярно-филоге-
нетического анализа (Reichenbach et  al., 1986). 
В частности, оказалось, что Leptothrix, Sphaerotilus 
и Vitreoscilla относятся не к филе Cyanobacteria, а к 
классу Betaproteobacteria (Kämpfer, Spring, 2005; 
Spring, Kämpfer, 2005; Strohl, 2005a). В свою оче-
редь, выяснилось, что Beggiatoa и Leucothrix при-
надлежат к  классу Gammaproteobacteria (Bland, 
Brock, 2005; Strohl, 2005b). Наконец, было уста-
новлено, что Herpetosiphon (Lewinella) и Saprospira 
входят в  филу Bacteroidetes (Lewin, 2011; Sly, 
Fegan, 2011).

Тем не  менее допускалась возможность су-
ществования в  филе Cyanobacteria не  нитчатых, 
а  одноклеточных нефотосинтезирующих пред-
ставителей (Пиневич, 1991). Таким объектом 
оказался хищный вибрион, которого сначала от-
несли к роду Bdellovibrio (фила Proteobacteria) как 
новый вид B.  chlorellavorus (Громов, Мамкаева, 
1972). Позднее, поскольку механизм хищниче-
ства (эктопаразитизм) и  жертва (Chlorella spp.) 
этой бактерии были другими, чем у  типового 
вида B. bacteriovorus (Williams et al., 2005), ее пере-
именовали в Vampirovibrio chlorellavorus (Gromov, 
Mamkaeva, 1980) и  без 16S-идентификации от-
несли к  протеобактериям. Высушенный обра-
зец смешанной культуры V. chlorellavorus и  С. 

Таблица 1. Цианобактерии класса Vampirovibrionia (по: Pinevich, Averina, 2021)
Порядок,  

индекс филотипа Вид Размер 
генома

Тип  
метаболизма Подвижность Экологическая 

ниша

Vampirovibrionales,  
SM1D11

Vampirovibrio 
chlorellavorus ~3 Mб

Микроаэробное 
дыхание  

или брожение
Имеется

Хищнический 
эпибиоз  

с Chlorella vulgaris, 
C. kessleri  

или C. sorokiniana

Ca. Gastranaerophilales,  
YS2

Ca. Gastranaerophilus 
phascolarctosicola,  
Ca. G. termiticola

~2 Mб Брожение
Имеется  

или 
отсутствует

Кишечник  
млекопитающих 

или термитов

Ca. Obscuribacterales, 
mle1-12

Ca. Obscuribacter 
phosphatis ~5 Mб

Брожение  
или дыхание (аэ-

робное  
или нитратное); 

диазотрофия

Отсутствует
Очистные  

сооружения;  
грунтовые воды

Ca. Caenarcaniphilales, 
ACD20

Ca. Caenarcanum 
bioreactoricola ~2 Mб Брожение Отсутствует Анаэробные 

биореакторы
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vulgaris 40 лет (!) хранился в  коллекции ATCC, 
пока при выполнении Living Tree Project не вы-
яснилось, что вампировибрион на  самом деле 
относится к  филе Cyanobacteria (Di  Rienzi et  al., 
2013). Вид V. chlorellavorus стал типовым для но-
вого класса Vampirovibrionia, содержащего по-
рядки Vampirovibrionales, Ca.  Gastranaerophilales, 
Ca.  Obscuribacterales и  Ca.  Caenarcaniphilales 
(Pinevich, Averina, 2021; табл. 1).

Эволюция метаболизма цианобактерий. По-
видимому, в основании древа Cyanobacteria на-
ходились объекты, осуществлявшие брожение 
(Matheus Carnevali et  al., 2019). Позднее пред-
ставители класса Oxyphotobacteria сменили тип 
метаболизма на  дыхательный, используя bc1-
комплекс (хинол-цитохром с-оксидоредуктазу, 
или комплекс III) в качестве центрального звена 
ЭТЦ. Альтернативный сценарий, согласно кото-
рому общий предок Cyanobacteria и сестринских 
фил уже имел bc1-комплекс, исходит из двух со-
ображений. Во-первых, высокое сходство bc1-
комплекса бактерий и  архей свидетельствует 
о  том, что он  использовался на заре эволюции 
биоэнергетики (Schütz et al., 2000). Во-вторых, 
при возникновении фотосинтетического аппа-
рата более поздний модуль (реакционный центр/
антенна) присоединился к ранее существовавшей 
ЭТЦ (Xiong, Bauer, 2002).

Как известно, факультативно аноксигенные 
цианобактерии обладают рудиментарной спо-
собностью окислять сульфид (Arieli et al., 1994), 
а  поскольку основу глобальной эволюции ды-
хательного метаболизма составляла литотрофия 
(Thauer, 2007), есть предположение, что в совре-
менной биосфере могли сохраниться цианобак-
терии-хемосинтетики (Pinevich, Averina, 2021).

ИНСТРУМЕНТАРИЙ ТАКСОНОМИИ 
ЦИАНОБАКТЕРИЙ

Таксономия (систематика) ‒ это научная дис-
циплина, отображающая элементы разнообразия 
живых объектов с  помощью таких инструмен-
тов, как описание, номенклатура и классификация. 
Практическим приложением таксономии служит 
идентификация.

Термины “таксономия” и “систематика” 
обычно считают синонимами; в данном случае 
использован первый из  них. Реже встречаются 
другие трактовки обоих терминов, а также тер-
мина “классификация”. Например, таксономию 
определяют как теорию и практику классифика-
ции, а систематику ‒ как изучение разнообразия 
организмов и  всех форм их  взаимоотношений, 
в том числе филогенетических (см. Prakash et al., 
2007). Или: таксономия ‒ это рабочая версия си-
стематики (см. Dvořák et al., 2015) и т. д.

Описание

Общая характеристика признаков и методов, ис-
пользуемых при описании цианобактерий. Описа-
ние и  классификация прокариотов не  являются 
областью формального регулирования (в отличие 
от номенклатуры). Возможности описания и его 
верификации определяются уровнем развития ме-
тодологии, причем оцениваются как стандартные, 
так и специфические признаки.

В настоящее время для описания прокариотов, 
в  частности, цианобактерий, используется уни-
версальный метод, названный полифазным подхо-
дом (см. Vandamme et al, 1996; Prakash et al., 2007). 
Изначально (Colwell, 1970) так были названы по-
лучение и анализ многоуровневой системы ин-
формации ‒ от молекулярной до экологической. 
В случае цианобактерий полифазный подход свое
образен: среди фенотипических признаков веду-
щее место занимают морфологические и морфо-
метрические (см. Anand et al., 2019); их чрезмерная 
детализация привела к  избытку новых таксонов 
(см. ниже).

Морфология и  ультраструктура. Природный 
спектр морфологических признаков цианобакте-
рий сужается в культурах (Geitler, 1979), хотя это 
и не уникальная особенность данной группы. Тем 
не  менее культивируемые штаммы воспроизво-
димо обнаруживают ряд дискретных признаков ‒ 
на уровне особи, в агрегатах и колониях. У одно-
клеточных форм это размер и  конфигурация, 
способ деления (бинарное или множественное), 
а также образование капсулы или чехла; для нит-
чатых ‒ пропорции, размер и форма клеток (осо-
бенно концевых), сужение нити, тип ветвления, 
образование слизистого покрова или чехла, раз-
множение фрагментацией или посредством гормо-
гониев, дифференциация акинет и/или гетероцист, 
формирование сложных талломов. Все эти призна-
ки максимально использовались микробиологами 
в ранних классификационных системах, унаследо-
ванных от ботаников.

Одноклеточный морфотип, как и простой нит-
чатый (без истинного ветвления), являются при-
знаками, приобретенными в  ходе параллельной 
эволюции (Tuji et al., 2021), тогда как образование 
дифференцированных клеток прослеживается 
в  когерентной группе Nostocales (ее внутренние 
филогенетические отношения до конца не ясны).

Важными ультраструктурными признака-
ми служат агрегаты газовых везикул, а также на-
личие или архитектура ламеллярной системы 
(Hoffmann et  al., 2005). Тилакоиды отсутствуют 
только у  представителей порядка Gloeobacterales 
(Rahmatpour et al., 2021), а их параллельная уклад-
ка учитывается, в  частности, в  диагнозах ряда 
одноклеточных Geminocystaceae (Tuji et al., 2021; 
Polyakova et al., 2023) и нитчатых Pseudanabaenaceae 
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(Strunecký et al., 2023). Газовые везикулы штаммов 
Pseudanabena образуют характерные субполярные 
агрегаты (Guglielmi, Cohen-Bazire, 1984).

Метаболизм. У  большинства цианобактерий 
основа метаболизма однотипна: это облигатная 
оксигенная фототрофия, сочетающаяся с обли-
гатной автотрофией посредством использования 
цикла Кальвина. Редкие штаммы способны к фа-
культативной аноксигенной фототрофии, а также 
фото- или хемогетеротрофии (Smith, 1982). Еще 
реже наблюдаются серное дыхание или брожение, 
осуществляемые за счет использования запасных 
полиглюкозидов (Oren, Shilo, 1979). Из-за специфи-
ки ботанического подхода эти и другие метаболи-
ческие признаки непосредственно не используются 
в названиях цианобактерий, хотя специфические 
особенности пигментного аппарата, соответствен-
но, фотосинтеза косвенно отражены в нескольких 
видовых эпитетах (см. ниже). Способность к диазо-
трофии также не акцентируется в номенклатуре, что 
может рассматриваться как еще один пример бота-
нического наследия.

Тем не менее спектр метаболических призна-
ков, используемых в  таксономии цианобакте-
рий, резко расширился после описания класса 
Vampirovibrionia с  несколькими типами нефото-
трофного метаболизма (табл. 1).

Хемотаксономические признаки. В  отличие 
от многочисленных примеров для других прока-
риотов (Tindall et  al., 2010), эти признаки недо-
статочно используются при описании цианобак-
терий. Например, это касается таких стандартных 
признаков, как структура пептидогликана, а так-
же набор хинонов и полиаминов. Состав жирных 
кислот учитывался с начала 1970-х гг.; его корре-
ляция с морфологическими признаками Anabaena 
spp., Nostoc spp., Spirulina spp., Synechococcus spp. 
и Synechocystis spp. анализировалась до 20-х годов 
XXI в. (Anand et  al., 2019). На  основе этих работ 
была предложена классификационная система, под-
разделяющая цианобактерии на несколько феноти-
пических групп согласно длине жирнокислотной 
цепи, числу и положению двойных связей, а также 
типу используемых десатураз (Cohen et al., 1995; Los, 
Mironov, 2015). Состав жирных кислот служит вто-
ростепенным, но порой существенным элементом 
полифазного подхода. В частности, по этому при-
знаку были обособлены рода Arthrospira и Spirulina 
(позднее это подтвердил молекулярно-филогенети-
ческий анализ; Litvaitis, 2002), а также два вида про-
хлорофитов (Pinevich et al., 2012).

Важное место в хемотаксономии цианобакте-
рий занимают фотосинтетические пигменты: глав-
ные (в реакционных центрах) и вспомогательные 
(в антенных комплексах). Если первые в  целом 
консервативны, то молекулярный состав и отно-
сительное содержание вторых (соответственно, 
цвет клеток) варьируют, что иногда отражается 

в номенклатуре. Так, с доминированием фикоэри-
трина связаны видовые эпитеты Altericista violacea, 
Gloeobacter violaceus, Lyngbya purpurea, Oscillatoria 
rosea, O. rubescens, Planktothrix rubescens, Snowella 
rosea и Trichodesmium erythraeum; фикоцианина ‒ 
оттенки/интенсивность синего цвета и  видовые 
эпитеты Merismopedia glauca, Microcystis aeruginosa 
и  Phormidium aerugineo-coeruleum. Способность 
модулировать состав фикобилипротеинов при 
комплементарной хроматической адаптации вхо-
дит в диагноз родов и видов (Averina et al., 2021). 
В то же время молекулярный состав каротиноидов 
(важный признак у зеленых серных бактерий) для 
цианобактерий не приобрел хемотаксономическо-
го значения, хотя иногда он специфичен (Takaichi, 
2011). Тем не  менее высокое относительное со-
держание этих пигментов, соответственно, цвет 
клеток, отразились в некоторых видовых эпитетах 
(Geitlerinema carotinosum, Lyngbya lutea и L. ochracea).

С середины 1970-х гг. важное таксономическое 
значение придается другим, чем хлорофилл a, хло-
рофиллам (см. Averina et al., 2019). Немногочис-
ленные виды, не образующие фикобилипротеи-
ны, но  содержащие хлорофиллы a/b (Prochloron 
didemni, Prochlorothrix spp.) или 2,4-дивинилхло-
рофиллы a/b (Prochlorococcus marinus), известны 
как прохлорофиты. Смысловой элемент Prochloro- 
в  номенклатуре представителей данной группы 
исходил из ошибочного предположения о том, что 
P. didemni, описанный первым из них, имел общего 
предка с зелеными водорослями (см. Pinevich et al., 
2012). Другое название этой группы, зеленые циано-
бактерии, не несет филогенетической коннотации, 
хотя также указывает на использование хлорофилл 
a/b-белкового комплекса вместо фикобилисомы. 
Данный термин также подчеркивает цвет, обуслов-
ленный низким содержанием каротиноидов. Впро-
чем, доминированием хлорофилла a над другими 
пигментами может объясняться (темно)зеленый 
цвет цианобактерий и с тривиальным набором пиг-
ментов (Lyngbya nigra, Microcystis viridis, Phormidium 
chlorinum).

В первом (1989 г.) издании руководства Бер-
ги прохлорофитам придавался ранг порядка 
Prochlorales. Позднее цианобактерии было предло-
жено рассматривать как филу, а тип светособираю-
щего комплекса считать признаком таксона рангом 
не выше рода (Pinevich et al., 1997). Эти оба предло-
жения были без необходимой ссылки учтены во вто-
ром издании руководства Берги (Castenholz, 2001).

В последние годы активно изучаются штаммы, 
образующие при адаптации к дальнему красному/
ближнему инфракрасному свету (>700 нм) “красно- 
смещенные” (red-shifted) хлорофиллы d  или d/f 
(Averina et al., 2019). Данный признак зафиксиро-
ван в нескольких видовых эпитетах. Примером слу-
жит Halomicronema hongdechloiris (кит. hong-de крас-
ного цвета и греч. chloros зеленый; имеется в виду 
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красно-смещенный хлорофилл f; Chen et al., 2012). 
Другой пример ‒ Altericista variichlora (лат. varius 
разный; подразумеваются хлорофиллы a/d/f; 
Averina et al., 2021). Третий пример ‒ Brocelinema 
telerythrochlorum, gen. nov. et sp. nov., выделенная 
из пруда в г. Брюсселе (Brocela ‒ название древнего 
поселения на месте современного Брюсселя; лат. 
nema нить; греч. tele далеко и erythros красный; име-
ются в виду красно-смещенные хлорофиллы d и f) 
(данное название предлагается авторами для ново-
го штамма, депонированного в коллекции CALU). 
Конститутивное образование хлорофилла d ‒ при-
знак Acaryochloris marina и Candidatus А. bahamiensis 
(подробнее см. в обзоре: Пиневич, Аверина, 2022).

Экологические признаки. Таксономические ди-
агнозы цианобактерий могут включать указание 
на принадлежность к определенной температур-
ной группе (см. Anand et al., 2019); на отношение 
к солености воды (например, H. hongdechloris; Chen 
et al., 2012); на взаимодействие с твердыми суб-
стратами (примерами служат эндолитные штаммы 
или компоненты биопленок и микробных матов; 
см. Velichko et al., 2021); на участие в специфиче-
ских симбиозах (например, между Anabaena azollae 
с водным папоротником Azolla spp.; Plazinski et al., 
1990) и т. д.

Данные масс-спектрометрического анализа. 
Масс-спектрометрический анализ биомаркеров 
проводится на  клетках, клеточных гомогенатах, 
субклеточных фракциях и  отдельных группах 
молекул. Для этого используются такие методы, 
как MALDI-TOF, ESI, SELDI и BAMS. Пути ис-
пользования этих методов в  микробиологиче-
ских исследованиях подробно описаны в обзоре 
(Velichko, Pinevich, 2019). Богатые возможности 
предоставляет MALDI-TOF ‒ оперативный и от-
носительно несложный метод с  широким спек-
тром применения, преимущественно в  протео-
мике. К  сожалению, этот метод пока что редко 
применяется по  отношению к  цианобактериям: 
им анализируются потенциально токсиногенные 
объекты в цветениях и при скрининге среди куль-
тивируемых штаммов. Так, в результате анализа 
гомогенатов 25 штаммов Planktothrix spp. были вы-
явлены 13 хемотипов, в том числе 9 продуцентов 
микроцистинов. Биомаркером, по которому токси-
ногенные штаммы Microcystis aeruginosa отличались 
от нетоксиногенных, был состав рибосомных бел-
ков (см. обзор Velichko, Pinevich, 2019).

Интересно, что данные MALDI-TOF анализа 
могут послужить связующим звеном между фе-
нотипическими и генотипическими признаками. 
Например, иерархическая кластеризация масс-
спектров потенциально токсиногенных предста-
вителей родов Anabaena и  Microcystis позволила 
выявить разные филотипы (см. обзор Velichko, 
Pinevich, 2019). Помимо критериев, основанных 
на  анализе ДНК (см. ниже), востребованными 

маркерами филогении могут быть спектры рибо-
сомных белков. По сравнению с последователь-
ностью гена 16S рРНК они представляют собой 
более богатый источник информации, что допол-
нительно способствует надежной филогенетиче-
ской реконструкции. В настоящее время остро не-
обходимы MALDI-TOF базы рибосомных белков 
цианобактерий, в частности, в интересах таксоно-
мии этой группы.

Концепция и  критерии вида. Генотипические 
признаки. Под видом прокариотов понимает-
ся фенотипически и  генотипически целостный 
(“cohesive”) кластер (Doolittle, Zhaxybaeva, 2009). 
Конкретнее, это группа фенотипически сходных/
генетически родственных клональных популяций 
в  разных местообитаниях в  совокупности с  на-
бором репрезентативных коллекционных штам-
мов (определение авторов). В  настоящее время 
качественная и количественная оценка родства 
и сходства осуществляются на основе консенсуса 
(т.е. концепция и критерии вида находятся в про-
цессе разработки).

Для таксономии цианобактерий наиболее при-
емлем монофилетический вариант филогенетиче-
ской концепции вида (Johansen, Casamatta, 2005; 
Dvořák et al., 2015). В рамках полифазного подхода 
вид цианобактерий развернуто определяется как 
“группа популяций (+штаммов), которые принад-
лежат к одному и тому же генотипу (роду), харак-
теризуются устойчивыми фенотипическими при-
знаками (устанавливаемыми и распознаваемыми, 
с четкими границами изменчивости) и имеют одни 
и те же экологические признаки. Они повторно 
встречаются (во времени) в разных экологически 
сходных местообитаниях” (Komárek, 2010).

Род прокариотов по совокупности генотипи-
ческих и фенотипических признаков представлен 
видом/штаммом (или группой видов/штаммов), 
не принадлежащих к филогенетическому кластеру 
другого валидно опубликованного рода, и его обо-
собленное таксономическое положение подтверж-
дается фенотипическими признаками, отсутствую-
щими у соседних родов (Johansen et al., 2021).

В генотипической классификации прокари-
отов приняты внутренние границы родов, се-
мейств, порядков и классов, соответственно, 94, 
92, 89 и 86% сходства последовательности гена 16S 
рРНК (Yarza et al., 2014; Rosselló-Móra, Amann, 
2015). Консенсусным барьером вида, в том числе 
у цианобактерий, служат >98.65% сходства (Kim 
et al., 2014).

При установлении внутривидовых и  межви-
довых границ дополнительным критерием слу-
жит сравнение последовательностей, а  также 
вторичной структуры доменов региона 16S-23S 
ITS (Johansen et  al., 2011). Однако если в  пер-
вом случае предложен порог >7%, то во втором 
случае он  не установлен по  причине высокой 
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вариабельности пространственной организации 
данных доменов (Dvořák et al., 2023).

Более высокую разрешающую способность 
обеспечивают данные мультилокусного анализа 
генных последовательностей (multilocus sequence 
analysis; MLSA). В частности, для цианобактерий 
раздельно проводится выравнивание последова-
тельностей генов 16S рРНК, rpoC1 и rbcL, после 
чего строятся конкатенированные эволюционные 
деревья (Averina et al., 2021). При описании рода 
Sodalinema вместо последовательностей генов rpoC1 
и rbcL использовались последовательности генов 
rpoB и GyrB (Samylina et al., 2021).

Интегральным генотипическим признаком слу-
жит среднее количество идентичных нуклеотидов 
всех гомологичных генов в сравниваемых геномах 
(average nucleotide identity; ANI), а также межге-
номная дистанция (Genome-to-Genome Distance; 
GGD). Принадлежность к одному и тому же виду 
оценивается сходством в 95 и 70% соответственно 
(Konstantinidis, Tiedje, 2005; Thompson et al., 2013). 
Пока еще редкими примерами служит использование 
этих признаков применительно к некоторым ток-
синобразующим цианобактериям (Bouma-Gregson 
et al., 2019), а также при описании нового рода Pannus 
(Machado et al., 2024).

Наконец, ДНК-фингерпринтинг повторяю-
щихся последовательностей STRR, RAPD и HIP1, 
которые составляют значительную часть генома 
цианобактерий (см. Anand et al., 2019), позволяет 
раздельно описывать дивергентные, но морфоло-
гически сходные криптовиды в  противополож-
ность генетически однородным, но морфологиче-
ски и экологически различающимся морфовидам 
и эковидам (Casamatta et al., 2003).

Номенклатура

Согласно прокариотному кодексу, таксон счи-
тается действительно, или валидно опубликован-
ным (validly published) при наличии описания/
диагноза и  указания типового материала (type 
material), или номенклатурного типа.

Кодекс также формулирует условия, при которых 
название является законным (legitimate), т.е. присво-
енным с соблюдением приоритета. Применительно 
к цианобактериям эти условия обычно не выпол-
няются, и поэтому подавляющее большинство так-
сонов, описанных с  начала 2000-х гг., не  входит 
в “Список названий прокариотов, обладающих но-
менклатурным статусом” (List of Prokaryotic Names 
with Standing in Nomenclature; Parte, 2014).

Значение номенклатурных типов. Номенклатур-
ный тип ‒ это такой элемент таксона, с которым 
от момента исходной публикации таксона нераз-
рывно связано его название, т.е. тип служит иден-
тификатором и носителем имени таксона. По ха-
рактеру иерархической лестницы номенклатурных 

типов прокариотный кодекс сходен с ботаниче-
ским кодексом: имя рода определяет имена семей-
ства и порядка; имя порядка ‒ имя класса. Однако 
cубстанциональное отличие прокариотного кодек-
са от ботанического заключается в разном типовом 
материале. В первом случае это типовой штамм, 
представленный чистой культурой (использование 
последовательности геномной ДНК в качестве но-
менклатурного типа обсуждается ниже). Во втором 
случае типовым материалом может быть описание, 
а также гербарный или потенциально жизнеспо-
собный, но не поддерживаемый в культуре обра-
зец. Данное различие типового материала послу-
жило одной из главных проблем при разработке 
номенклатуры цианобактерий в рамках прокариот
ного кодекса.

Подчинение номенклатуры цианобактерий прави-
лам прокариотного кодекса. С тех пор, как синезе-
леных водорослей отнесли к бактериям, их таксо-
номия не регулировалась Международным Кодек-
сом Номенклатуры бактерий (ICNB; Lapage et al., 
1992) / Международным Кодексом Номенклатуры 
Прокариотов (ICNP; Parker et al., 2019), положения 
которого отличаются от положений Международ-
ного Кодекса Ботанической Номенклатуры (ICBN; 
Greuter et al., 2000) / Международного Кодекса Но-
менклатуры водорослей, грибов и растений (ICN; 
Turland et al., 2018).

Ключевое положение ICNP, или Принцип 2 
(вступил в силу с ноября 2000 г.) ‒ зависимость 
(“… is not independent”) номенклатуры прокариотов 
от ботанической номенклатуры. Эта замысловатая 
формула означает, что при описании новых так-
сонов рангом рода и выше следует избегать имен, 
регулируемых ботаническим кодексом. Другое по-
ложение фиксирует дату отсчета для приоритета 
имен ‒ 01.01.1980 (выход списков валидно опубли-
кованных имен бактерий, Approved Lists of Bacterial 
Names; Skerman et al., 1980). В отличие от этого, 
приоритет имен синезеленых водорослей считается 
от 01.05.1753 (выход Species Plantarum Карла Лин-
нея). Третье положение, или Правило 18a, посвя-
щено номенклатурному типу (см. выше). Четвертое 
‒ валидная публикация имен прокариотов по про-
кариотному кодексу возможна только в Междуна-
родном журнале по систематике и эволюции микро-
организмов (IJSEM). Напротив, “ботанические” 
имена могут быть валидно опубликованы в разных 
печатных изданиях или на разных сайтах.

Тема подчинения номенклатуры цианобактерий 
кодексу ICNB/ICNP обсуждалась на протяжении 
50 лет; в период 1971–2021 гг. ей было посвящено 
около 20 сообщений. Первое предложение (Stanier 
et al., 1978) поступило от 12-ти членов подкоми-
тета по таксономии фототрофных бактерий Меж-
дународного комитета по  систематике бактерий 
(ICSB). После того, как его отклонила Юридиче-
ская комиссия по номенклатуре бактерий (JCNB) 
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при ICSB, началась серия дискуссий на форумах 
и подкомитетах ICSB. В частности, не исключалась 
возможность поместить имена цианобактерий под 
общую юрисдикцию двух кодексов ‒ ботаниче-
ского и бактериального (Trüper, 1986; Oren, 2004; 
Oren, Ventura, 2017). Однако обращения в адрес 
ICSB (позднее ‒ ICSP) с конкретным алгоритмом 
выхода из тупиковой ситуации долго не поступало 
(см. Oren, 2004). Когда же, наконец, оно появи-
лось (Oren, Garrity, 2014), международное сообще-
ство цианобактериологов было крайне обеспоко-
ено: ведь предлагалось убрать слово Cyanobacteria 
из Общего Соображения 5 (где перечислены груп-
пы, номенклатура которых подчиняется правилам 
ICNP). Действительно, исключение имен циано-
бактерий из  номенклатуры прокариотов грози-
ло катастрофическими последствиями: по  сути, 
ликвидацией бактериальной таксономии данной 
группы и утратой смысла очищать культуры и соз-
давать коллекции типовых штаммов. Встречное 
предложение (Pinevich, 2015) состояло в том, чтобы 
в виде исключения (т.е. в обход действующих пра-
вил ICNP) изменить Принцип 2 ‒ считать имена 
цианобактерий, валидно опубликованные согласно 
ICN, валидно опубликованными и согласно ICNP. 
Критика данного предложения (см. Oren, 2020) 
сводилась к тому, что в нем не комментирова-
лись вопросы приоритета присвоения и дубли-
рования имен. В итоге, оба предложения были 
отклонены заочным голосованием членов ICSP 
(см. Oren et  al., 2021). Тем не  менее примени-
тельно к цианобактериям комитет ICSP все-таки 
принял решение о независимости номенклатуры 
прокариотов от  ботанической номенклатуры, 
и  соответствующее положение вошло в  новую 
версию ICNP (Oren et al., 2023).

Классификация

В разное время были созданы три классифика-
ционные системы синезеленых водорослей/циано-
бактерий: а) ботаническая; б) бактериологическая; 
в) филогеномная.

Ботаническая система. Она разрабатывалась 
на протяжении XIX в. и первой половины XX в. 
путем морфологического описания полевых об-
разцов и гербарного материала. Основной вклад, 
связанный с первичным подразделением на одно-
клеточный и нитчатый морфотипы, а также с при-
оритетным описанием многих родов и видов, внес-
ли выдающиеся ботаники XIX в. (см. Mollenhauer, 
Kováčik, 1988) ‒ Карл Адольф Агард (C.A. Agardh), 
Эдуар Борне (E. Bornet), Жан Пьер Этьен Воше 
(J.P.E.  Vaucher), Фридрих Траугот Кютцинг 
(F.T. Kützing), Карл Вильгельм фон Нэгели (C.W. von 
Nägeli), Густав-Адольф Тюрэ (G.-A.  Thuret) 
и Шарль Флао (C. Flahaut). В начале XX в. Лотар 
Гайтлер (Geitler, 1925) распределил описанные 

ими рода и  виды между пятью “одноклеточны-
ми” (Chrooccales, Dermocarpales, Entophysalidales, 
Pleurocapsales, Siphononematales) и двумя “нитча-
тыми” (Nostocales и  Stigonematales) порядками. 
Затем, после разбиения или слияния этих таксо-
нов (Geitler, 1932) остались только три порядка: 
Chroococcales (одноклеточные, бинарно делящи-
еся), Chamaesiphonales (одноклеточные, гетеро-
полярно делящиеся; почкующиеся, в современ-
ной терминологии) и Hormogonales (нитчатые). 
В дальнейшем по данному алгоритму были соз-
даны системы, различающиеся количеством по-
рядков, но неизменно основанные на фундамен-
тальном подразделении на одноклеточные и нит-
чатые формы (Еленкин, 1938; Desikachary, 1959; 
Starmach, 1966).

С середины 1980-х гг. гайтлерианская система 
поэтапно перерабатывалась и дополнялась с ис-
пользованием морфологических, ультраструк-
турных и экофизиологические признаков пред-
ставителей порядков Chroococcales, Pleurocap-
sales, Oscillatoriales, Nostocales и Stigonematales 
(см. Anagnostidis, Komárek, 1985).

Бактериологическая система. В отличие от бота-
нической системы в данном случае использовал-
ся полифазный подход к описанию культивируе-
мых штаммов (Rippka et al., 1979). Однако каркас 
этой системы по-прежнему составлял ботаниче-
ский алгоритм. В итоге, цианобактерии распре-
делялись по  пяти не  таксономическим секциям 
с разными сочетаниями пар альтернативных мор-
фологических признаков. К ним относились: мор-
фотип (одноклеточный vs. трихомный), способ 
деления (бинарное vs. множественное), характер 
ветвления трихома (ложное vs. истинное) и спо-
собность к  клеточной дифференциации (есть 
vs. отсутствует). Такая система была с незначи-
тельными изменениями использована в двух по-
следовательных изданиях (1989 г. и 2001  г.) ру-
ководства Берги. В данном случае пяти секциям 
sensu Rippka et al. соответствовали морфологиче-
ские группы, обозначенные как Субсекции I–V 
(условные эквиваленты ботанических поряд-
ков Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, 
Nostocales и Stigonematales).

С использованием нетаксономической катего-
рии “cубсекция” был связан терминологический 
казус, поскольку цианобактерии исходно под-
разделялись на пять секций (см. выше). Позднее, 
в Берги-1989 все бактерии (в том числе “архебак-
терии”, т.е. археи) были разбиты на 33 фенотипи-
ческие группы, названные секциями. В частно-
сти, Секция 19 (Оксигенные фотосинтезирующие 
бактерии) состояла из группы (еще одна нетак-
сономическая категория!) Cyanobacteria и  по-
рядка Prochlorales. В Берги-2001 цианобактерий 
уже интерпретировали как филу BX Cyanobacteria 
со  странным переходом от  классификации 
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на филогенетической основе к фенотипической 
системе условных порядков, названных субсек-
циями (Castenholz, 2001).

Субсекции подразделялись на  рабочие так-
соны ‒ “формы-рода” (form-genus; под формой 
понимались широко распространенные объекты 
характерной морфологии, такие, как Nostoc spp.; 
Castenholz, 1992). Формы-рода не объединялись 
в семейства и не состояли из видов.

За исключением отдельных случаев (в част-
ности, штаммов Субсекций IV и V, образующих 
дифференцированные клетки), использованная 
в  руководстве Берги система не  согласовалась 
с филогенетическим древом и поэтому в настоя-
щее время она устарела.

Филогеномная классификация. В  ее осно-
ве лежит не  групповое объединение по  морфо-
логическому сходству, а  эволюционное родство 
(см. Johansen, Casamatta, 2005). С самого начала 
целью было отделить монофилетичные таксоны 
от полифилетичных (Komárek, 2006). Затем на дре-
ве появились новые филогенетические порядки 
Chroococcidiopsidales и Spirulinales (Komárek et al., 
2014). Наконец, MLSA-анализ морфологически 
однородных, но полифилетичных Synechococcales 
(Komárek et al., 2020) и Oscillatoriales (Martins et al., 
2019) позволил описать внутри этих групп новые 
виды, рода и  семейства (Mai et  al., 2018; Mishra 
et al., 2021; Tuji et al., 2021; Zimba et al., 2021), а так-
же обособить порядки Gloeomargaritales ordo nov. 
(Moreira et  al., 2017) и  Thermostichales ordo nov. 
(Komárek et al., 2020).

При разработке новейшей классификации циа-
нобактерий на уровне выше рода были использова-
ны все доступные результаты секвенирования гено-
мов в сочетании с данными 16S рРНК-филогении 
(Strunecký et  al., 2023). Предложенная система, 
в том числе 10 новых порядков (табл. 2) и 15 но-
вых семейств, опирается на  филогеномное дре-
во (особо прослежен феномен морфологической 

конвергенции взаимно удаленных таксонов); 
в комментариях даны фенотипические сведения, 
полезные полевым исследователям.

Проблема таксономической избыточности ци-
анобактерий. Число описываемых видов циано-
бактерий неуклонно растет (Nabout et al., 2013). 
Только за период 2014–2021 гг. число переиме-
нованных или вновь описанных таксонов соста-
вило примерно 140 родов и 300 видов (Kaštovský, 
2023). Пугающий рост числа публикаций с опи-
санием новых цианобактерий ведет к таксономи-
ческой избыточности (“насыщению”; Johansen 
et al., 2021). В связи с этим имело бы смысл из-
менить стратегию описания путем либо укруп-
нения, либо ограниченного дробления таксонов. 
Для этого можно было бы сузить спектр морфо-
логических признаков (данная стратегия уже ис-
пользовалась, хотя и без последствий для класси-
фикации синезеленых водорослей; Drouet, 1981). 
Набор генотипических признаков следовало 
бы, напротив, расширить и пересмотреть в све-
те разработки концепции вида у цианобактерий 
(что является частью общей задачи таксономии 
прокариотов).

Экогеномная классификация. Первым шагом 
в данном направлении стало комбинированное ис-
пользование филогеномных данных и экогеномного 
подхода (Walter et al., 2017). В частности, с исполь-
зованием множественных маркеров (последователь-
ностей консервативных генов, а также результатов 
ANI и GGD) было построено конкатенированное 
эволюционное древо для 99-ти практически пол-
норазмерных (с покрытием в  98.23–100%) гено-
мов. Параллельно с этим на основе метагеномных 
данных было оценено распределение этих геномов 
по разным экосистемам.

В результате были предложены 28 новых ро-
дов и 32 новых вида, а также выявлены глобаль-
ные экогруппы цианобактерий (низкотемпе-
ратурная, низкотемпературная копиотрофная, 

Таблица 2. Динамика развития филогеномной системы цианобактерий*

Публикация Порядки Общее число 
семейств

Komárek, 2006 Chroococcales, Gloeobacterales, Nostocales, Oscillatoriales,  
Pseudanabaenales, Synechococcales 28

Komárek et al., 2014
Chroococcales, Choococcidiopsidales, Gloeobacterales,  

Nostocales, Oscillatoriales, Pleurocapsales, Pseudanabaenales, Spirulinales, 
Synechococcales

45

Strunecký et al., 2023

Acaryochloridales, Aegococcales, Chroococcales, Chroococcidiopsidales, 
Coleofasciculales, Desertifilales, Geitlerinematales, Gloeobacterales, 
Gloeomargaritales, Gomontiellales, Leptolyngbyales, Nodosilineales,  

Nostocales, Oculatellales, Oscillatoriales, Prochlorotrichales,  
Pseudanabaenales, Spirulinales, Synechococcales, Thermostichaes

50

*Вводимые порядки выделены жирным шрифтом.
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высокотемпературная олиготрофная). Однако 
большинство предложенных таксонов не было ва-
лидно опубликовано. Кроме того, при обособле-
нии новых таксонов не учитывались те, которые 
ранее были опубликованы валидно, но без приве-
дения данных геномного секвенирования. Напри-
мер, штамм PCC 7105, указанный в  Берги-2015 
как типовой для морского кластера формы-рода 
Geitlerinema, предложен как новый вид G. catellasis 
(Walter et al., 2017). Однако по данным молекулярно-
генетического анализа этот штамм не относится 
к валидно опубликованному и филогенетически 
подтвержденному роду Geitlerinema (Strunecky et al., 
2017). Впоследствии он стал типовым для валидно 
опубликованного нового рода Baaleninema с типо-
вым видом B. simplex (Samylina et al., 2021). Так или 
иначе, ответственная номенклатурная идентифи-
кация, безальтернативно соотнесенная с генети-
ческими базами данных, имеет принципиальное 
значение для современных классификационных 
систем цианобактерий (Komárek, 2016).

Дальнейшее членение глобальных экогрупп 
может быть осуществлено с использованием таких 
категорий, как рабочая таксономическая единица 
(operational taxonomic unit; OTU), таксономическая 
единица-кандидат (Candidate taxonomic unit; CTU) 
и экологически значимая таксономическая едини-
ца (ecologically significant taxonomic unit; ESTU).

ТАКСОНОМИЯ ЦИАНОБАКТЕРИЙ  
В СВЕТЕ НЕКОТОРЫХ АКТУАЛЬНЫХ  

ПРОБЛЕМ ПРОКАРИОТНОГО КОДЕКСА

В настоящее время перед прокариотным ко-
дексом стоят, по  крайней мере, три проблемы, 
и все они имеют прямое отношение к таксономии 
цианобактерий.

Положение ICNP  
о  чистой культуре типового штамма

Согласно кодексу ICNP, номенклатурным ти-
пом вида служит штамм, представленный чистой 
культурой (Правило 18a), т.е. только при этом ус-
ловии таксон может быть валидно опубликован. 
Однако даже в последнем издании Кодекса (Oren 
et al., 2023), термин чистая культура используется 
без уточнения, притом что известное определение 
(Gottschalk et al., 1992) “…чистая культура микро-
организма – это популяция (клон, штамм), полу-
ченная из отдельной клетки и, будучи свободной 
от других (контаминирующих) микроорганизмов, 
называемая аксеничной культурой” сформулиро-
вано не четко, а рутинные критерии чистоты куль-
туры ненадежны (Pinevich et al., 2018).

Существенно, что под чистой культурой (pure 
culture), притом что чистота как мера удаления 

примесей может быть разной (в случае химических 
реактивов это категории “ч”, “чда” и т.д.), подраз-
умевается аксеничная культура (axenic culture, греч. 
axenоs ‒ свободный от чужого). Иными словами, 
это культура, не содержащая посторонних видов, 
генетически однородная популяция. Однако и воз-
можность получения такой культуры, и достовер-
ность используемых критериев аксеничности вы-
зывают сомнения. Так, остаточная контаминация 
неизбежно сохраняется не только при применении 
разных физических способов очистки (промывка, 
фильтрация, дифференциальное центрифугирова-
ние, предельные разведения и т.д.), но и при ис-
пользовании физиологического метода электив-
ных сред (Vázquez-Martínez et al., 2004). В итоге 
очищаемый штамм оказывается не  аксеничной, 
а накопительной культурой (enrichment). В свою 
очередь, рутинным доказательством аксеничности 
считается тест на фенотипическую однородность 
популяции: единообразие морфологии объекта 
и его сходное поведение в микроскопическом пре-
парате, а также образование одинаковых колоний, 
в том числе на диагностических средах (Gottschalk 
et al., 1992). Однако судить об аксеничности только 
с помощью таких тестов невозможно (Heck et al., 
2016; Pinevich et al., 2018). Во-первых, за гранью 
визуального наблюдения могут скрываться сопут-
ствующие ультрамикробы (Huber et al., 2002; Duda 
et al., 2012). Во-вторых, даже в предельных разве-
дениях и при клонировании очищаемый штамм 
могут сопровождать некультивируемые объекты 
(Lagier et al., 2015).

Идеальная (100%-ная) аксеничность ‒ это тео
ретически предполагаемое стохастическое состо-
яние; на практике оно нереально и недоказуемо 
(Heck et al., 2016; Pinevich et al., 2018). Иное дело 
вывод об условной аксеничности (Pinevich et al., 
2018). Он  возможен по  результатам метагеном-
ного анализа, свидетельствующего о присутствии 
в  очищаемой культуре только одного геновида 
(genospecies; Rosselló-Mora et  al., 2004) со  сход-
ством ампликонов гена 16S рРНК более 98.65% 
(Kim et al., 2014). Во избежание ложного вывода 
из-за ПЦР-артефактов необходим дополнитель-
ный анализ вариабельности ITS, ANI и индекса 
максимальных уникальных совпадений (MUM).

Для цианобактерий положение ICNP о чистой 
культуре типового штамма распространяется толь-
ко на таксоны, валидно опубликованные в журна-
ле IJSEM (до сих пор это только 4 рода и 7 видов; 
Oren, 2011). Естественно, не следует постфактум 
оспаривать, что культуры в  этих исследовани-
ях действительно были чистыми (как и культуры 
в первой компиляции таксономии цианобактерий; 
Rippka et al., 1979). Однако их декларированная 
аксеничность сомнительна не  только по  общим 
соображениям (см. выше), но и в связи со специ
фикой метаболизма цианобактерий. Во-первых, 
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первичная продукция неизбежно провоцирует 
развитие консументов. Во-вторых, обычные у циа-
нобактерий капсулы и чехлы защищают сателлитов 
от физических и химических воздействий. В-третьих, 
цианобактерии часто находятся в облигатной зависи-
мости от сателлитов (Velichko et al., 2015; Heck et al., 
2016). В итоге, исследователи либо не подозревают, 
что вместо чистых культур имеют дело с мультик-
сеничными монокультурами, либо сознательно об-
ходят требование ICNP, считая положение ICNP 
о  чистой культуре типового штамма анахронич-
ным препятствием для современных исследований 
(Alvarenga et al., 2017).

Добавление ранга филы к  ICNP

Фила, или филум (греч. phylon, лат. phylum по-
коление) ‒ один из высших рангов в ботанической 
и  зоологической таксономиях, где он, соответ-
ственно, выступает как отдел и тип. В таксономии 
прокариотов фила имеет наивысший ранг и со вто-
рой половины 1970-х гг. данная категория исполь-
зуется при обобщении данных 16S-палеонтологии. 
Однако этот таксон не рассматривался в ICNP. 
Несмотря на необходимость включить в номен-
клатуру прокариотов таксоны рангом выше клас-
са, ICSP долго воздерживался от подобного шага, 
и только по инициативе влиятельных авторитетов 
(Oren et al., 2015) ранг филы был включен в ICNP 
(Oren et al., 2023). До этого в рамках номенклатуры, 
поддержанной базой данных GTDB (Parks et al., 
2018), было предложено изменить названия фил, 
имеющих культивируемых представителей, исполь-
зуя стандартный суффикс -ota (Whitman et al., 2018).

Вскоре после публикации списка измененных та-
ким образом названий он был одобрен комитетом 
ICSP (Oren, Garrity, 2021). Критики данного решения 
(Lloyd, Tahon, 2022; Panda et al., 2022) обратили вни-
мание на угрозу информационного хаоса при смеше-
нии старых и новых названий, особенно в случае ши-
роко документированных крупных фил Actinobacteria, 
Firmicutes и Proteobacteria. Далее, ICNP не рекомен-
дует присваивать неблагозвучные названия, а это 
не было строго соблюдено (например, Сhlamydiota 
вместо Chlamydota). Наконец, среди новых названий 
встречаются громоздкие конструкции, например 
суффикс -ota сопровождает прежнее полное назва-
ние (например, Chrysiogenetota вместо Chrysiogenota).

Фила Cyanobacteriota, как не  имевшая номен-
клатурного статуса, не вошла в упомянутый список 
по причине отсутствия валидно опубликованного 
рода Cyanobacterium с типовым видом C. stanieri. Сле-
дует напомнить, что первоначальное предложение 
подчинить номенклатуру цианобактерий правилам 
бактериального кодекса (Stanier et al., 1978) было 
отклонено; позже было отклонено и  предложе-
ние типового рода Cyanobacterium с типовым видом 
C. stanieri и типовым штаммом PCC 7202 (Rippka, 

Cohen-Bazire, 1983). Аналогичным образом, было 
отклонено предложение семейства Cyanobacteriaceae 
(Komárek et al., 2014): этот таксон не имел номен-
клатурного статуса, поскольку, согласно ботаниче-
скому кодексу ICBN, род Cyanobacterium был не-
легитимным (в описании отсутствовал латинский 
диагноз и не было ссылки на гербарный голотип).

Согласно последним данным, род Cyanobacterium 
принадлежит к новому семейству Geminocystaceae 
(Tuji et al., 2021). Недавно с использованием поли-
фазного подхода на основе описания типового вида 
С. stanieri он был валидно опубликован по прави-
лам ICN (Oren et al., 2022). Поскольку филогенети-
ческий клаcтер семейства Geminocystaceae состоит 
из субкластера штаммов типового р. Geminocystis, 
субкластера штаммов “Cyanobacterium aponinum” 
и субкластера штаммов “Cyanobacterium stanieri” 
(Polyakova et al., 2023), данная атрибуция не про-
тиворечит монофилетическому принципу. Таким 
образом, с  учетом состоявшегося подчинения 
номенклатуры цианобактерий правилам ICNP 
(см. выше), название филы Cyanobacteriota получа-
ет номенклатурный статус.

Создание параллельного ICNP  
кодекса номенклатуры (SeqCode)

Взрывообразное накопление метаданных 
(Whitman et  al., 2019; Hugenholtz et  al., 2021) ак-
туализировало тему имен таксонов-кандидатов, 
по правилам ICNP не имеющих номенклатурного 
статуса (Murray, Schleifer, 1994). Попытки радикаль-
но решить эту проблему начались с предложения 
(Whitman, 2016) считать номенклатурным типом 
по правилам ICNP не только культуру, но и по-
следовательность геномной ДНК. Затем это пред-
ложение было дополнительно аргументировано 
(Konstantinidis et  al., 2017; Whitman et  al., 2019), 
и многие исследователи в области метагеномного 
анализа его поддержали (Murray et al, 2020). Одна-
ко комитет ICSP его отклонил (Göker et al., 2022), 
на что последовал сепаратистский шаг: был разра-
ботан и анонсирован кодекс номенклатуры, парал-
лельный ICNP (Whitman et al., 2022).

Основные сведения об этом “Кодексе номенкла-
туры прокариотов, описанных по данным секвени-
рования ДНК” (Code of Nomenclature of Prokaryotes 
Described from Sequence Data; SeqCode), а также ру-
ководство к действиям согласно его положениям 
и рекомендациям, приведены в недавней публи-
кации (Hedlund et al., 2022). Черновик текста раз-
мещен по сетевому адресу https://seqco.de. Следует 
подчеркнуть, что за исключением использования 
другого номенклатурного типа, SeqCode в целом ко-
пирует структуру ICNP и признает приоритет имен, 
опубликованных по его правилам до 01.01.2022 г.

Несмотря на осторожный оптимизм (Konstan-
tinidis et  al., 2017), конвергенция между двумя 
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кодексами, тем более их  объединение, малове-
роятны. Редколлегия журнала IJSEM не намере-
на рассматривать описания, содержащие ссыл-
ку вроде “законно опубликовано по положениям 
SeqCode” (Göker et al., 2022). В то же время журнал 
Systematic and Applied Microbiology готов считать 
имена валидно опубликованными и по правилам 
ICNP, и по правилам SeqCode (Wu, Ivanova, 2023). 
Администрация SeqCode временно предоставляет 
портал “SeqCode Registry” для валидации и кури-
рования имен в порядке, который предписывается 
“Комитетом по систематике прокариотов, описы-
ваемых по данным cеквенирования” (Committee 
on  the Systematics of  Prokaryotes Described from 
Sequence Data, CSPDS; см. Hedlund et al., 2022). 
После прохождения данного фильтра результа-
ты секвенирования/аннотирования генома могут 
стать предметом журнальной публикации.

Цианобактерии, полученные в  смешанной 
культуре или зарегистрированные в базах данных 
по последовательности гена 16S рРНК, вряд ли бу-
дут аксенизированы в обозримом будущем, так что 
они на неопределенный срок останутся “кандида-
тами” по действующим правилам ICNP. Тем не ме-
нее с настоящего момента перед ними открыты два 
выхода из номенклатурного тупика ‒ их имена мо-
гут быть валидно опубликованы по правилам ICN 
либо по правилам SeqCode в зависимости от изуча-
емого материала.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В таксономии цианобактерий происходят эпо-
хальные перемены. В настоящее время цианобак-
терии интегрированы в  общий поток таксоно-
мических проблем прокариотов. Эти проблемы 
решаются на фоне взрывообразного накопления 
данных секвенирования генов 16S рРНК, а так-
же благодаря глобальным выводам из результатов 
метагеномного анализа. Прогресс таксономии 
цианобактерий неразрывно связан с  поисками 
объектов, обладающих ранее неизвестными при-
знаками. Яркими примерами служат описание 
объектов с несколькими типами не фотосинтети-
ческого метаболизма, а также получение штаммов 
с нетривиальными формами фотосинтетических 
пигментов, в  частности, красно-смещенными 
хлорофиллами. В задачи будущих исследований 
входит ограничение таксономической избыточ-
ности цианобактерий и дальнейшая разработка 
концепции их вида.
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Taxonomy of Cyanobacteria: The Era of Change
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Abstract. Until mid-1970s, cyanobacteria have been interpreted as algae despite they differed from other 
members of this taxonomic group by the absence of cell nucleus (that is currently considered a character 
of prokaryotic organization). However, when bacteria were reinterpreted as prokaryotes, blue-green 
algae became reattributed as cyanobacteria, and bacteriologists began to study their cultured strains 
with microbiology methods. But since these objects did not obey the provisions of bacteriological code 
(ICNB), the development of their taxonomy had certain problems, especially regarding nomenclature, 
that could not be solved until early-2010s. Current changes in taxonomy of cyanobacteria result from 
a general progress in taxonomy of prokaryotes due to the explosive accumulation of 16S rRNA gene 
sequencing data, particularly of uncultured objects. Advances in the description of cyanobactera are 
as follows: I) based on polyphasic approach, new taxa ranging from species to order were published; 
II) “dark” objects demonstrating several types of non-photosynthetic metabolism were described; III) 
the objects producing red-shifted chlorophylls d and f were published. Advances in the nomenclature 
of  cyanobacteria are: IV) taxa validly published according to  the botanical code (ICN) are also 
considered valid under the prokaryotic code (ICNP); V) category of phylum was introduced into ICNP, 
and due to valid publication of the type genus Cyanobacterium, the phylum name Cyanobacteriota became 
legitimate; VI) names of uncultured Candidatus objects could get standing in nomenclature based 
on the SeqCode in which type material is represented by genomic DNA sequences. Advances in the 
classification of cyanobacteria are: VII) evolutionary tree of oxygenic phototrophs and related phylotypes 
was construed; VIII) phylogenomic system of orders and families was elaborated; IX) ecogenomic 
system combining genome analysis and genome distribution data was offered. The subject for future 
research is a restriction of taxonomic redundancy in cyanobacteria, and further attempts to develop 
their species concept.

Keywords: International Code of  Botanical Nomenclature (ICN), International Code of  Nomenclature 
of Prokaryotes Described from Sequence Data (SeqCode), molecular phylogeny, phylum, polyphasic ap-
proach, Prokaryotic Code (ICNP), pure culture, taxonomy of cyanobacteria, type strain, Vampirovibrionia
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ЦИАНОБАКТЕРИИ “ANABAENA” SP. IPPAS B-20201
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Культура цианобактерий “Anabaena” sp. выделена из аллювиальных луговых почв юга России и де-
понирована в коллекции культур микроводорослей и цианобактерий IPPAS Института физиологии 
растений им. К.А. Тимирязева РАН под номером IPPAS B-2020. Филогенетический анализ показал, 
что изучаемый штамм относится к кладе, объединяющей роды Sphaerospermopsis, Amphiheterocytum, 
Raphidiopsis, Wollea и Neowollea, но не может быть в настоящее время отнесен ни к одному из них. 
Изучена фитотоксичность, фунгицидная и антиоксидантная активности штамма. Культура оказалась 
нетоксична. Водно-спиртовой экстракт и биомасса “Anabaena” sp. IPPAS B-2020 полностью подавляли 
рост микромицетов Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium sporotrichioides с максимальным 
диаметром зоны ингибирования 2.5 см. Выраженной антиоксидантной активностью обладал водный 
экстракт цианобактерий “Anabaena” sp. IPPAS B-2020 ‒ 39.3%. В составе метаболитов “Anabaena” sp. 
IPPAS B-2020 обнаружены органические кислоты (изолимонная, молочная, уксусная), терпены, ал-
каны, спирты и другие низкомолекулярные органические соединения. Культура “Anabaena” sp. IPPAS 
B-2020 представляет интерес для биотехнологии как продуцент таких важных биологически активных 
соединений, как трибутилфосфат, D-лимонен, сквален, α-пинен.

Ключевые слова: цианобактерии, Aphanizomenonaceae, метаболиты, антиоксидантная активность, фун-
гицидная активность, экстракт, хромато-масс-спектрометрия
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Цианобактерии ‒ морфологически разноо-
бразная группа прокариот, включающая одно-
клеточные, трихомные и  колониальные фор-
мы. По  характеру клеточной организации они 
соответствуют грамотрицательным бактериям 
и представляют самостоятельную ветвь их эво-
люции (Панкратова, 2010). При этом цианобак-
терии имеют сходство с водорослями и высшими 
растениями, так как осуществляют фотосинтез 
с выделением кислорода и содержат хлорофилл а, 
а также ряд других общих с растениями пигментов 

(Пиневич, Аверина, 2022). Понимание невозмож-
ности разграничения видов цианобактерий на ос-
нове морфологических признаков пришло с раз-
витием технологии секвенирования ДНК, которая 
на сегодняшний день является необходимым ин-
струментом для описания новых и ревизии извест-
ных видов, определения их границ, проверки тра-
диционных видовых концепций (Komárek, 2014; 
Темралеева и соавт., 2021; Strunecký, 2023).

Цианобактерии участвуют в  почвообразова-
тельном процессе и  часто составляют основной 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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фототрофный компонент сообщества микроорга-
низмов (Бессолицына, 2012; Bataeva et al., 2017). 
Одновременно с  фотосинтезом цианобактерии 
фиксируют атмосферный азот, накапливая его 
в почве в количестве до 25–150 кг/га в год, и тем 
самым вносят существенный вклад в обогащение 
почвы азотом, подготавливая ее для заселения дру-
гими организмами (Андреюк и соавт., 1990).

В процессе жизнедеятельности цианобактерии 
продуцируют комплекс биологически активных 
метаболитов различного состава, включая белки, 
углеводы, липиды, органические кислоты, стерины, 
изопреноиды, гормоны, фенольные соединения, ви-
тамины и др. (Singh et al., 2017; Bataeva et al., 2018; 
Dabravolski, Isayenkov, 2022). Среди этих веществ 
низкомолекулярные органические соединения 
(НОС) являются одними из наименее изученных. 
Метаболиты цианобактерий обладают антибакте-
риальными, антиоксидантными, противогрибко-
выми, фитостимулирующими, аллелопатическими 
свойствами (Ferrari et al., 2015; Kumar et al., 2016; 
Bataeva et al., 2018). Поступая в корни растений, 
они интенсифицируют их рост, увеличивают урожай-
ность сельхозкультур, сокращают сроки созревания, 
повышают питательную ценность, повышают устой-
чивость к неблагоприятным факторам, защищают 
от болезней и выполняют многие другие функции 
(Hirsch, 2004; Трефилова, 2008; Цавкелова, 2021; 
Батаева, 2022). Цианобактерии известны фитости-
мулирующей активностью в отношении злаковых 
(Prasanna et al., 2012; Fadl-Allah et al., 2011), бобо-
вых (Панкратова и соавт., 2008; Трефилова, Патру-
шева, 2009; патент № 2734987), овощных (патент 
№ 2634387; Батаева и соавт., 2020; Батаева, Григо-
рян, 2022) и масличных культур (патент № 2734987; 
Батаева и соавт., 2022). Известен антагонизм циано-
бактерий к грибам, вызывающим болезни расте-
ний. Например, цианобактерии Lyngbya мajuscula, 
Nostoc muscorum, Nostoc palludosum, Anabaena 
variabilis, Anabaena cylindrica, Scytonema ocellatum, 
Phormidium tenue, Nodularia harveyana, Fischerella 
muscicola, Tolypothrix sp. проявляли ингибирую-
щую активность в отношении представителей рода 
Fusarium и других фитопатогенов (Kajiyma et al., 
1998; Ramamurthy, 2012; Гольдин, 2013).

Высокая пластичность метаболизма и адаптация 
цианобактерий на таксономическом и физиолого-
биохимическом уровнях организации обусловливает 
возможность разработки на их основе новых агро-
биотехнологических методов и ценных препаратов 
(Lacap-Bugler et al., 2017; Домрачева и соавт., 2021).

Таким образом, целью работы стал поиск поч
венных цианобактерий, имеющих биотехнологи-
ческий потенциал. В задачи работы входило вы-
деление и идентификация нового штамма, а также 
исследование его фитотоксичности, фунгицидной, 
антиоксидантной активностей и состава экзоген-
ных метаболитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

Выделение культуры цианобактерий. Цианобак-
териальный штамм изолировали из образцов аллю-
виальных луговых почв ясеневого леса Астрахан-
ской области, на которых визуально не было отме-
чено биокорок. Сначала получали накопительную 
культуру на среде BG-11 (Гайсина и соавт., 2008), 
затем альгологически чистую культуру выделяли 
методом кратного разведения, поочередно переса-
живая необходимые колонии на жидкую и плот-
ную среду BG-11. Полученную культуру циано-
бактерий депонировали в коллекции культур ми-
кроводорослей и цианобактерий IPPAS Института 
физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН 
под номером IPPAS B-2020.

Культивирование проводили в  люминоста-
те при освещении 600‒700 лк  при температуре 
22‒25°С. О росте цианобактерий судили по изме-
нению цвета, образованию пленок, обрастаний, 
выделению газа. Микрoскопирoвание клеток циа-
нобактерий осуществляли с использованием микро-
скопа Axio Imager D1 с камерой AxioCam MRc (“Carl 
Zeiss”, Йена, Германия). Для получения достаточ-
ного количества биомассы культуру IPPAS В-2020 
выращивали в течение 30 сут на среде BG-11, после 
чего использовали для экспериментальной работы 
и получения экстрактов.

Идентификация штамма IPPAS B-2020. Иденти-
фикацию по фенотипическим признакам проводили 
по определителю (Komárek, 2013).

Для молекулярно-генетической идентифика-
ции ДНК цианобактерии выделяли фенол-хлоро-
формным методом (Mironov, Los, 2015). После-
довательность 16S рРНК амплифицировали с по-
мощью универсальных бактериальных праймеров 
16S_F 5ꞌ-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3ꞌ (Eden 
et al., 1991) и 16S_R 5ꞌ-AAGGAGGTGATCCAGCC-3ꞌ  
(Takeuchi et  al., 1993). Последовательность 
16S‒23S ITS региона амплифицировали с  по-
мощью универсальных бактериальных прай-
меров ITS_F 5ꞌ-TGTACACACCGCCCGTC-3ꞌ 
и  ITS_R 5ꞌ-CTCTGTGTGCCTAGGTATCC-3ꞌ 
(Iteman et  al., 2000). Полученные продукты по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) разделя-
ли электрофорезом в  агарозном геле, вырезали 
участки геля, содержащие продукт ПЦР, и выде-
ляли ДНК из геля набором GenJet Gel Extraction 
Kit (“Termo Fisher Scientific”, Уолтем, США), 
используя стандартный протокол производителя. 
Амплифицированные фрагменты ДНК секвени
ровали по  Сенгеру (“Евроген”, Москва, Россия) 
с помощью праймеров, использованных для ПЦР 
и  дополнительных праймеров для 16S рРНК 
CYA106F 5ꞌ-CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA-3ꞌ  
CYA781R 5ꞌ-GACTACWGGGGTATCTAATCCCWTT-3ꞌ  
(Nübel et al., 1997). Полученные при секвенировании 
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последовательности собирали в единый контиг 16S 
рРНК-ITS с помощью программного обеспечения 
SeqMan Pro Lasergene v. 12.3.1 (“DNAStar Inc.”, Мэ-
дисон, Висконсин, США). Полученный контиг со-
держал 1969 нуклеотидов и был депонирован в базу 
данных GenBank NCBI под номером OR712118.

Для поиска гомологичных последовательностей 
использовали первые 1475 нуклеотидов получен-
ной последовательности OR712118, кодирующие 
16S рРНК. Поиск проводили в базе данных Genbank 
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) с  помощью 
алгоритма Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi). Для дальнейшего анализа отбирали последо-
вательности культивируемых штаммов цианобак-
терий с покрытием не менее 95% и идентичностью 
более 95.6%. Кроме того, к  анализу были добав-
лены последовательности референсных штаммов 
и штаммов с проанализированным таксономиче-
ским положением, принадлежащих к родам сем. 
Aphanizomenonaceae, пор. Nostocales (Strunecký et al., 
2023). В качестве внешней группы использовали 
последовательность 16S рРНК Gloeobacter violaceae 
PCC 7421. Список использованных для анализа по-
следовательностей приведен в таблице S1.

Отобранные 142 последовательности выравни-
вали с помощью алгоритма ClustalW в программе 
MEGA X (Kumar et al., 2018) и затем редактировали 
вручную. После выравнивания длина анализируе-
мых последовательностей равнялась 1036 п.н.

Филогенетические деревья строили в  про-
грамме MEGA X  с помощью двух алгоритмов, 
Neighbor-Joining и  Maximum Likelihood. В  ка-
честве оптимальной модели нуклеотидных за-
мен в первом случае была выбрана модель K2+G 
(двухпараметрическая модель Кимуры с гамма-
распределением), во  втором ‒ модель K2+G+I 
(двухпараметрическая модель Кимуры с гамма-
распределением и инвариантными сайтами). Ста-
тистическую достоверность кластеров оценивали 
с помощью бутстреп-анализа (1000 реплик).

Генетические дистанции p-distance рассчитыва-
ли в программе MEGA X. Генетическое сходство 
рассчитывали по формуле 100 × [1 ‒ (p-distance)].

Получение экстрактов и  фракции культуры 
“Anabaena” sp. IPPAS B-2020. Для получения водных 
и водно-спиртовых экстрактов образец сырой био-
масссы цианобактерий (пленки в 30-суточной куль-
туре) высушивали при температуре 37°С в сушиль-
ном шкафу (ШC-8001 СПУ) в течение 3 сут до посто-
янного веса. Абсолютно сухую биомассу измельчали 
в ступке до размера частиц 1‒2 мм. Для получения 
водно-спиртового экстракта 10 мг  измельченной 
биомассы заливали 1 мл раствора дистиллирован-
ной воды и этанола (50/50; 20/80; 80/20). Водный 
экстракт получали, смешивая сухую биомассу с дис-
тиллированной водой в аналогичном соотношении. 
Спустя 1 ч экстракты тщательно отфильтровывали 
через мембранный фильтр.

Фракцию получали методом колоночной хро-
матографии, пропуская водно-спиртовой экстракт 
(50/50) цианобактерий “Anabaena” sp. IPPAS B-2020 
через колонку с  силикагелем (КСМГ, фракция 
0.125‒0.20 мм) высотой 14 см. Колонку предвари-
тельно заливали элюентной водно-спиртовой си-
стемой 20/80. Через 90 мин получили одну фракцию 
лимонного цвета. Высушенную фракцию массой 
5 мг разводили 5 мл стерильной дистиллированной 
воды и использовали для опытов.

Для выделения экзогенных метаболитов (НОС) 
“Anabaena” sp. IPPAS B-2020 методом газовой 
хромато-масс-спектрометрии получали гексано-
вые экстракты. Для этого 250 мл культуры (3 г сы-
рой биомассы/100 мл  среды) отфильтровывали 
через нейлоновый фильтр (диаметр пор 200 мкм) 
для освобождения от  пленок и  экстрагировали 
5  мл  гексана (Батаева и  соавт., 2014). Жидкость 
помещали в делительную воронку, добавляли гек-
сан и взбалтывали в течение 3 мин. Затем отстаи-
вали, жидкость утилизировали, а гексан помещали 
во флаконы из темного стекла и сохраняли в моро-
зильной камере при ‒18°С до проведения хромато-
масс-спектрометрического исследования.

Определение фитотоксичности. Фитотоксич-
ность изучали на семенах кресс-салата (Lepidium 
sativum) сорта Дукат согласно ГОСТ 12038-84. Для 
эксперимента семена помещали во  влажные ка-
меры ‒ стерильные чашки Петри с фильтроваль-
ной бумагой, предварительно простерилизовав их 
70% этанолом в течение 3‒5 мин. В каждую каме-
ру помещали 50 семян, которые увлажняли суспен-
зией с 10 мл стерильной дистиллированной воды 
и 0.3 г сырой биомассы цианобактерий. Семена, 
обработанные суспензией и дистиллированной во-
дой (контроль) в трех повторностях, проращивали 
в течение 3 сут при дневном освещении и темпе-
ратуре 25°С. Наличие ростстимулирующего, инги-
бирующего или нейтрального эффекта определяли, 
сравнивая всхожесть семян, длину корня и побе-
га растений в контрольном и опытном вариантах 
(ГОСТ 12038-84).

Определение фунгицидной активности. Фунги-
цидную активность определяли методом диффузии 
в агар (МУК 4.2.1890-04). В качестве тест-объектов 
использовали грибы рода Fusarium (F. sporotrichi-
oides, F. graminearum, F. culmorum, F. рoae), которые 
являются фитопатогенными и способствуют появ-
лению корневых гнилей у растений, что снижает 
рост и урожайность растений и ведет к их гибели. 
Грибы предоставлены лабораторией технологии 
микробных препаратов ФГБНУ ВНИИ сельскохо-
зяйственной микробиологии.

В опыте использовали сырую биомассу (плен-
ки в 30-суточной культуре), водно-спиртовой экс-
тракт (50/50) и фракцию водно-спиртового экстрак-
та (50/50) культуры “Anabaena” sp. IPPAS B-2020. 
В водную суспензию с макро- и микроконидиями 
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микромицетов с титром 0.3‒0.7 × 107 спор/мл до-
бавляли питательную среду (бобовый агар в соот-
ношении 1 : 10) и разливали по чашкам. В застыв-
шем агаре каждой чашки делали лунки диаметром 
5 мм, которые заполняли исследуемым материа-
лом. В  центральной лунке помещали контроль 
в количестве 100 мкл. В экспериментах с биомассой 
цианобактерий контролем служила дистиллирован-
ная вода; при исследовании водно-спиртовых экс-
трактов и фракции контролем был водно-спиртовой 
раствор (50 : 50).

На 3 сут проводили измерение диаметра зоны ин-
гибирования (ДЗИ) роста культур, отмечая фунгиста-
тическую активность в последующие 2 сут по зарас-
танию зоны подавления, и выявляли фунгицидное 
действие по отсутствию роста тест-культур. Пролон-
гированное действие препаратов оценивали по зоне 
фунгицидного подавления роста тест-культур в по-
следующие 3‒4 недели. Морфологические измене-
ния, происходящие с фитопатогенными грибами под 
воздействием цианобактерий, изучали с помощью 
микроскопа Микмед 5  с визуализатором VidCap.

Определение антиоксидантной активности. 
В экспериментах по определению антиоксидант-
ной активности использовали суспензию клеток 
“Anabaena” sp. IPPAS B-2020 (3 г сырой биомас-
сы/100 мл питательной среды), водный и водно-
спиртовой экстракты (50/50). Применяли метод 
колориметрии свободных радикалов, основан-
ный на  реакции DPPH (ДФПГ, 2,2-дифенил-1-
пикрилгидразил, С18Н12N5О6, М = 394.33), рас-
творенного в метаноле, с образцом антиоксидан-
та (АН) по схеме DPPH* + AH → DPPH-H + А* 
(Molyneux, 2004). В  результате восстановления 
ДФПГ антиоксидантом снижается интенсивность 
пурпурно-синей окраски ДФПГ в метаноле, а ре-
акция контролируется по изменению оптической 
плотности при 517 нм методом спектрофотометрии. 
К 1480 мкл этилового спирта 96% добавляли 500 мкл 
раствора ДФПГ и 20 мкл исследуемого образца. Так 
как с такой концентрацией образцов активность 
была недостаточно высокой, увеличили соотношение 
образца к оксиданту, уменьшая при этом объем рас-
творителя ‒ спирта. К 1400 мкл этилового спирта 
96% добавляли 500 мкл раствора ДФПГ и 100 мкл 
исследуемого образца. В качестве контроля анти-
оксидантной активности выбрали аскорбиновую 
кислоту (Астафьева и  соавт., 2021). К 1480 мкл 
этилового спирта 96% добавляли 500 мкл раство-
ра ДФПГ и 20 мкл раствора аскорбиновой кислоты 
(1 мг/мл). Аналогично делали раствор со 100 мкл 
кислоты. Смесь энергично встряхивали и оставля-
ли на 60 мин. Исследования проводили в трех по-
вторностях. Антиоксидантную активность рассчи-
тывали по формуле: АОА = (Dк – Dоп / Dк) × 100%, 
где Dк, Dоп – оптическая плотность (среднее зна-
чение) в контрольном и опытном образцах соот-
ветственно (Хасанов и соавт., 2004).

Определение синтезируемых органических кис-
лот “Anabaena” sp. IPPAS B-2020 методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 
Определение органических кислот проводили в во-
дно-спиртовых экстрактах (80/20, 20/80) культуры 
“Anabaena” sp. IPPAS B-2020 с  использованием 
анионообменных колонок и  супрессионной си-
стемы с кондуктометрическим детектированием. 
Для определения органических кислот использо-
вали жидкостной хроматограф Waters Alliance 2695 
с диодно-матричным детектором Waters 2996 при 
длине волны 220 нм. Концентрацию обнаружен-
ных кислот рассчитывали автоматически, сравни-
вая со стандартами.

Определение компонентного состава метаболитов 
штамма IPPAS B-2020 методом газовой хромато-
масс-спектрометрии (ГХ/МС). Качественный 
и количественный состав НОС гексановых экс-
трактов определяли на  газовом хромато-масс-
спектрометре Shimadzu GCMSQP2010 Ultra. 
Использовали неполярную колонку MTX-1; 
30 м × 0.25 мм × 0.25 мкм. В качестве газа-носи-
теля служил гелий. Масс-спектры снимали в ре-
жиме сканирования по полному диапазону масс 
(30‒1090 m/z) в программированном режиме тем-
ператур (35°C – 3 мин, 2°C/мин до 60°C – 3 мин, 
2C°/мин до 80°C  – 3 мин, 4°C/мин до 120°C  – 
3 мин, 5°C/мин до 150°C – 3 мин, 15°C/мин до 
240°C – 10 мин) с последующей пошаговой обра-
боткой хроматограмм.

Идентификацию выявленных НОС проводили 
с использованием библиотек масс-спектров NIST-
2014 и Wiley (Willey et al., 2011). Количественный 
анализ выполняли с использованием бензофенона 
в качестве внутреннего стандарта.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Морфологическое описание штамма IPPAS 
B-2020. Трихомы штамма IPPAS B-2020 сине-зе-
леные, изополярные, прямые, перешнурованные 
у поперечных перегородок, одиночные, свобод-
но плавающие или образующие небольшие сгуст-
ки, погруженные в экзополисахаридный матрикс 
(рис. 1а). На твердой среде штамм не образует ко-
лонии, а обрастает всю поверхность агара. Клетки 
коротко-бочонкообразные, шириной 5.0‒6.5 мкм, 
длиной 3.0‒6.0 мкм (рис. 1а‒1г), в  некоторых 
клетках заметны газовые вакуоли (рис. 1г). Трихо-
мы слегка суженные к концу, апикальные клетки 
закругленные конические (рис. 1б, 1в). Гетероци-
сты преимущественно интеркалярные, редко апи-
кальные, шаровидные, 5‒7 мкм в диаметре (рис. 
1а‒1в). Акинеты не  обнаружены. Размножение 
происходит путем разрывов трихомов. Важно так-
же отметить, что, хотя штамм выделен из почвы, 
присутствие газовых вакуолей свидетельствует 
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о его планктонном происхождении. Территория 
отбора проб в весенний период подвергалась за-
топлению паводковыми водами, поэтому в почве 
могли остаться планктонные виды. По комплексу 
фенотипических признаков выделенный штамм 
был определен как Sphaerospermum aphanizomenoides 
(Komárek, 2013). Однако ключевым признаком се-
мейства Nostocaceae Komárek (2013) считает морфо-
логическое строение и положение акинет, а у из-
учаемого штамма они отсутствовали. Поэтому 
однозначное определение штамма по этому ключу 
не было возможным.

Филогенетический анализ с использованием ну-
клеотидных последовательностей генов, кодирую-
щих 16S рРНК, показал, что штамм IPPAS образует 
кластер с высокой бутстреп-поддержкой со штам-
мами BCCUSP55 и PMC 306.07, идентифицирован-
ными как Sphaerospermopsis aphanizomenoides (Lorenzi 
et al., 2022) и Anabaena sphaerica (Duval et al., 2018) 
соответственно (кластер IB на рис. 2).

Штамм Sphaerospermopsis aphanizomenoides 
BCCUSP55 был изолирован из  водохранилища 
Жуказиньо (Jucazinho) в  семиаридном регионе 
Бразилии (Lorenzi et  al., 2022). Морфологиче-
ское описание этого штамма или его изображе-
ние найти не удалось. Штамм Anabaena sphaerica 
PMC 306.07 был изолирован из пруда в деревне 
Дужани (Doujani) на  острове Майотта; по  мор-
фологии он сходен с изучаемым штаммом IPPAS 
B-2020, за  исключением того, что у  штамма 
PMC 306.07 наблюдали развитие 1‒2 округлых 
или овальных акинет по  обе стороны от  гете-
роцист (Duval et  al., 2018). Сходство между по-
следовательностями 16S рРНК в  этом кластере 

составляет 99.6‒100%, следовательно, эти штаммы 
определенно принадлежат к одному роду и, воз-
можно, также к одному виду. Кластер IB не кла-
стеризуется ни  с одним из  валидно описанных 
родов, однако он  принадлежит большой кладе, 
обозначенной на рис. 2 как клада I. В эту кладу 
входят представители сем. Aphanizomenonaceae пор. 
Nostocales, принадлежащие родам Sphaerospermopsis 
Zapomelová et al., Amphiheterocytum Sant'Anna et al., 
Raphidiopsis F.E.Fritsch and M.F.Rich (включая 
Cylindrospermopsis G.Seenayya and N.Subba Raju) 
(Aguilera et al., 2018), Wollea Bornet and Flahault, 
Neowollea Tawong, а также штаммы, идентифици-
рованные как Anabaena Bory ex Bornet and Flahault 
и  два симбиотических штамма, ошибочно обо-
значенных как “Nostoc”. Учитывая, что штам-
мы, которые, согласно исследованиям Kozlíková-
Zapomělová et  al. (2016), относятся к  типовому 
виду рода Anabaena – A. oscillarioides Bory ex Bornet 
and Flahault, находятся в далеко отстоящей кла-
де (рис.2), ни один из представителей клады I не 
принадлежит к роду Anabaena sensu stricto. Штам-
мы клады I, идентифицированные как различные 
виды рода Anabaena, принадлежат либо к одному 
из вышеперечисленных родов клады I, либо к но-
вым, еще не описанным родам.

Представители родов Sphaerospermopsis, 
Amphiheterocytum, Raphidiopsis и Neowollea и неко-
торые штаммы, идентифицированные как Wollea, 
образуют внутри клады I кластер IA с относительно 
высокой бутстреп-поддержкой (67), что совпадает 
с данными предыдущих работ (Tawong et al., 2019; 
Wang et al., 2023). Важно отметить, что часть штам-
мов, идентифицированных как Sphaerospermopsis, 

Рис. 1. Трихомы “Anabaena” sp. IPPAS B-2020 в световом микроскопе: а ‒ общий вид трихомов, окруженных окра-
шенным экзополисахаридным матрикосом; б, в ‒ трихомы с интеркалярными гетероцистами и закругленными ко-
ническими концевыми клетками; трихом с клетками, содержащими газовые вакуоли, и развивающейся гетероци-
стой; зрелые гетероцисты отмечены звездочками; г ‒ стрелки указывают на газовые вакуоли. Масштабная линейка: 
а, б – 10 мкм; в, г – 20 мкм.
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Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное на основании сравнения нуклеотидных последовательностей гена 16S 
рРНК (1036 п.н.) представителей сем. Aphanizomenonaceae, пор. Nostocales. Дерево построено методом максимального 
правдоподобия (Maximum Likelihood, ML) с указанием значений поддержки бутстрепа при данном анализе и при 
анализе методом присоединения соседей (Neighbor Joining, NJ) как ML/NJ. Показаны только значения >60%. 
Последовательность исследуемого штамма выделена жирным шрифтом. Последовательности, принадлежащие од-
ному роду, объединены в кластеры, обозначенные названием соответствуещего рода, в скобках указано количество 
последовательностей в таком кластере. Звездочкой отмечен кластер, образованный штаммами, которые относятся 
к типовому виду рода Anabaena, A. oscillarioides Bory ex Bornet and Flahault, согласно Kozlíková-Zapomělová et al. (2016).
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на  нашем филогенетическом дереве оказались 
за  пределами основной клады Sphaerospermopsis 
и, видимо, нуждаются в таксономической реви-
зии. Штаммы рода Neowollea не образовали еди-
ного кластера с  высокой бутсреп-поддержкой 
на  нашем дереве. Штаммы клады I, определен-
ные как Wollea, далеко отстоят от других штаммов 
рода Wollea, отнесенных к  этому роду согласно 
Kozlíková-Zapomělová et al. (2016) и образующих 
еще две независимые клады на нашем филогенети-
ческом дереве (рис. 2). Таким образом, род Wollea 
в современном понимании является полифилети-
ческим, нуждается в пересмотре и, прежде всего, 
в определении штаммов, действительно относя-
щихся к типовому виду рода W. saccata.

Кластер IB с изучаемым штаммом IPPAS B-2020 
находится за пределами кластера IA и не объеди-
няется с ним, и, таким образом, не может при-
надлежать ни  к одному из  родов кластера IA, 
включая Sphaerospermopsis и  Neowollea, c  кото-
рыми представители кластера IB имеют опреде-
ленное морфологическое сходство. Генетическое 
сходство между кластером IB и родами кластера 
IA составляет <98% (95.8‒97.9%), что у предста-
вителей порядка Nostocales соответствует разным 
родам (Kaštovský et al., 2014).

Хотя клада IB  не образует кластера с  высо-
кой бутсреп-поддержкой ни  с какими другими 
штаммами клады I, она имеет довольно высокое 
(>98%) сходство со штаммами Anabaena sp. HBU1, 
Anabaena sp. HBU10, Anabaena sphaerica FACHB-251 
и Wollea ambigua SAG 1403-7, а также пограничные 
значения сходства 97.9‒98.1% со штаммами Wollea 
saccata Hindak 2000/22 и Wollea sp. 7-zaCirk11. Учи-
тывая это высокое сходство, нельзя исключать отне-
сение клады IB к роду Wollea, но для решения этого 
вопроса необходимо прежде всего определить гра-
ницы этого рода. Против такого объединения гово-
рит тот факт, что штаммы клады IB не образуют 
макроколонии, но важность этого признака как 
морфологического маркера уже вызывала сомне-
ния (Kozlíková-Zapomělová et al., 2016).

Таким образом, изучаемый штамм в настоящее 
время не может быть отнесен ни к одному из валид-
но описанных родов. Необходимы дальнейшие ис-
следования, чтобы прояснить, являются ли штам-
мы кластера IB, включая изучаемый штамм IPPAS 
B-2020, представителями нового рода или все-таки 
принадлежат к одному из описанных родов, на-
пример, роду Wollea. До прояснения этого вопроса 

мы решили обозначить штамм IPPAS B-2020 как 
“Anabaena” sp. sensu lato.

Фитотоксичность. В результате обработки по-
лученных данных, культура “Anabaena” sp. IPPAS 
B-2020 оказалась нетоксичной для семян кресс-
салата. Обработка семян клетками цианобактерий 
повышала всхожесть на 13%, длину корневой ча-
сти проростка ‒ на 34%, длину побега – на 27% 
(табл. 1).

Значения не оказались статистически значи-
мыми, но выявлена тенденция к увеличению по-
казателей при бактеризации цианобактериями. 
“Anabaena” sp. относится к  азотфиксирующим 
гетероцистным формам цианобактерий, игра-
ющих большую экологическую роль в  почвах 
и оказывающих активное влияние на растения 
(Панкратова и соавт., 2008). Также известно, что 
рост-стимулирующий эффект цианобактерий 
связан с наличием в них ауксино- и гибберилли-
ноподобных веществ (Цавкелова, 2021).

Фунгицидная активность. При исследовании 
фунгицидной активности на 3‒5 сут наблюдали 
полное визуальное подавление роста фитопатоген-
ного гриба F. culmorum биомассой и водно-спир-
товым экстрактом штамма IPPAS B-2020 (рис. 3). 
Также полное ингибирование произошло при воз-
действии “Anabaena” sp. на рост F. sporotrichioides 
в  вариантах опыта с  сырой биомассой и  водно-
спиртовым экстрактом “Anabaena” sp. (табл. 2).

Одновременно наблюдали визуальное подавление 
роста фитопатогенного гриба F. рoae водно-спирто-
вым экстрактом и фракцией водно-спиртового экс-
тракта IPPAS B-2020. Микроскопирование показало, 
что в условиях непосредственного взаимодействия 
с экстрактом и фракцией формирование мицелия 
тест-грибов значительно замедлялось по сравнению 
с контролем.

На рост гриба F. graminearum оказал наиболь-
ший ингибирующий эффект водно-спиртовой экс-
тракт с полной задержкой роста 2.1 см. Фракция 
“Anabaena” sp. не оказала подавляющего действия 
на F. graminearum. Аналогичное антифузариозное 
действие гетероцистных цианобактерий наблюда-
ли в ризосфере и почве (Домрачева и соавт., 2009).

В результате установлено, что водно-спиртовой 
экстракт штамма цианобактерий IPPAS B-2020 ин-
гибировал рост всех исследуемых фитопатогенных 
микромицетов рода Fusarium. Водно-спиртовой 
экстракт и биомасса IPPAS B-2020 оказали пол-
ное подавление грибов F. culmorum, F. graminearum, 

Таблица 1. Фенологические показатели кресс-салата после обработки культурой “Anabaena” sp. 
Вариант эксперимента Всхожесть семян, % Длина корня, мм (ср.) Длина побега, мм (ср.)

Контроль 85.7 ± 1.2 25.7 ± 1.4 13.4 ± 0.6

“Anabaena” sp. 98.7 ± 1.2 34.6 ± 0.4 17.1 ± 0.2
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F.  sporotrichioides. Фракция водно-спиртового 
экстракта цианобактерий “Anabaena” sp. IPPAS 
B-2020 оказала фунгистатическое действие только 
на F. poae. Таким образом, наибольшую фунгицид-
ную активность “Anabaena” sp. проявила по отно-
шению к F. sporotrichioides и F. culmorum.

Исследование антиоксидантной активности 
“Anabaena” sp. IPPAS B-2020. Выраженной антиок-
сидантной активностью обладал водный экстракт 
цианобактерий “Anabaena” sp. IPPAS B-2020 в объ-
еме 20 мкл ‒ 39.3% и 100 мкл – 28.7% (табл. 3).

В объеме 100 мкл высокой активностью обладал 
также водно-спиртовой экстракт – 27.7%. В осталь-
ных вариантах антиоксидантная активность была 
ниже контрольной на 6.3–17.2%. В литературе часто 
встречается информация о цианобактериях – про-
дуцентах фенольных соединений с антиоксидант-
ными свойствами (Ferrari et al., 2015). Arthrospira 
platensis, Nostoc muscorum, Phormidium foveolarum 
продуцировали такие антиоксиданты, как пролин, 

аскорбат, цистеин и  небелковые тиолы (Kumar 
et al., 2016). Поэтому мы исследовали состав орга-
нических кислот и НОС культуры IPPAS B-2020.

Исследование состава органических кислот ци-
анобактерий. Исследование водно-спиртовых 

Таблица 2. Фунгицидная активность “Anabaena” sp. IPPAS B-2020 по отношению к микромицетам рода 
Fusarium

Объект исследования
Диаметр зоны ингибирования, см

F. culmorum F. рoae F. graminearum F. sporotrichioides

Сырая биомасса 2.4 ± 0.25 0 1.9 ± 3.11* 2.1 ± 2.10

Водно-спиртовой экстракт, 50/50 2.3 ± 1.00 1.6 ± 1.19* 2.1 ± 1.47 2.5 ± 2.96
Фракция водно-спиртового экстракта 0 1.8 ± 2.50* 0 0

*Зона неполного ингибирования роста гриба.

Таблица 3. Антиоксидантная активность “Anabaena” 
sp. IPPAS B-2020

Вариант опыта
Антиоксидантная 

активность, %
20 мкл 100 мкл

Контроль – аскорбиновая 
кислота 12.5 ± 0.02 25.0 ± 0.11

Суспензия 6.2 ± 0.01 7.8 ± 0.09
Водный экстракт 39.3 ± 0.94 28.7 ± 0.06
Водно-спиртовой 
экстракт, 50/50 3.2 ± 0.02 27.7 ± 0.01

Рис. 3. Влияние цианобактерии “Anabaena” sp. IPPAS B-2020 на рост микромицетов: а ‒ F. graminearum – с водно-
спиртовым экстрактом; б ‒ F. culmorum ‒ с водно-спиртовым экстрактом; в ‒ F. culmorum – с сырой биомассой. 
Подписи на чашках: А ‒ “Anabaena” sp. IPPAS B-2020; Ф – фракция; 2 и 21 – номера культур цианобактерий, взятые 
для сравнения.
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экстрактов (80/20, 20/80) культуры “Anabaena” sp. 
IPPAS B-2020 методом ВЭЖХ показало наличие 
органических кислот ‒ изолимонной, молочной, 
уксусной.

В водно-спиртовом экстракте (80/20) “Anabae-
na” sp. обнаружена изолимонная кислота в коли-
честве 0.439 г/л. В экстракте 20/80 обнаружены мо-
лочная (0.207 г/л) и уксусная кислоты (0.270 г/л). 
Молочная и уксусная кислоты являются активными 
противомикробными и антиоксидантными агента-
ми (Goldwhite, 2003; Lamb et al., 2006).

Исследование экзогенных метаболитов “Ana-
baena” sp. IPPAS B-2020. Вторичные метаболиты 

изучены у представителей порядков Oscillatoriales 
(49%), Nostocales (26%), Chroococcales (16%), Pleu-
rocapsales (6%) и Stigonematales (4%) (Gerwick et al., 
2008). Это различные соединения с  цитотокси-
ческими (41% от  общего количества найденных 
веществ), противоопухолевыми (13%), противо-
вирусными (4%), противомикробными (12%), 
а также противогрибковыми, гербицидными, анти-
оксидантными, фитостимулирующими свойствами 
(Burja et al., 2001; Gerwick et al., 2008; Verma et al., 
2022).

В составе вторичных метаболитов штамма 
IPPAS B-2020 обнаружили 61 НОС, из  которых 

Таблица 4. Состав экзогенных метаболитов “Anabaena” sp. IPPAS B-2020

Вещество Формула RT RI С %
Гексан-2-он C6H12O 3.21 799 0.031 0.51
Октан C8H18 3.33 800 0.142 2.34
Гексан-2-ол C6H14O 3.41 812 0.018 0.29
Этилциклогексан C8H16 3.94 831 0.005 0.09
1,2-ксилен C8H10 4.90 867 0.032 0.52
1,3-ксилен C8H10 5.61 893 0.176 2.89
Нонан C9H20 6.01 900 0.021 0.34
2,6,6-триметилбицикло-(3,1,1)гепт-2-ен (α-пинен) C10H16 7.13 929 0.081 1.33
1-этил-3-метилбензен C9H12 8.40 956 0.034 0.57
2,6-диметилгептан-4-он C9H18O 9.06 970 0.025 0.40
1-этил-2-метилбензен C9H12 9.89 988 0.042 0.70
Анилин C6H7N 10.12 993 0.043 0.71
2-метилоктан-4-ол C9H20O 10.45 999 0.142 2.33
Декан C10H22 10.60 1000 0.057 0.94
1-метил-4-пропан-2-илбензен C10H14 11.64 1020 0.071 1.18
(4R)-1-метил-4-проп-1-ен-2-илциклогексен C10H16 11.84 1023 0.682 11.23
Бензойная кислота C7H6O2 23.22 1182 0.194 3.19
Додекан C12H26 24.78 1200 0.104 1.71
2,6,8-триметилдекан C13H28 32.58 1302 0.017 0.29
Додец-1-ен C12H24 37.85 1395 0.026 0.43
Тетрадекан C14H30 38.23 1400 0.177 2.92
Октилциклогексан C14H28 39.82 1442 0.033 0.55
3-метилтетрадекан C15H32 39.96 1445 0.039 0.64
Пентадекан C15H32 42.19 1500 0.022 0.36
(2S,3S,4R,5S)-2-[(1R)-1,2-диметоксиэтил]-3,4,5-
триметоксиоксолан C11H22O6 42.49 1508 0.016 0.26

N′,Р-ди-изопропил-N-T-бутилфосфоник диамид C10H25N2OP 42.49 1508 0.015 0.25
2,6,11,15-тетраметилгексадекан C20H42 45.33 1573 0.009 0.15
2-метилгексадекан-1-ол C17H36O 46.29 1595 0.050 0.81
Гексадекан C16H34 46.57 1600 0.068 1.12
3,3-Диэтилтридекан C17H36 48.17 1651 0.031 0.50
Трибутилфосфат C12H27O4P 48.50 1661 0.018 0.29
Гептадекан С17Н36 49.83 1700 0.043 0.70
Октадекан C18H38 52.93 1800 0.085 1.39
Нонадекан C19H40 55.39 1900 0.071 1.17
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10  не  идентифицированы. В  табл. 4 приведены 
только идентифицированные соединения.

В наибольшей концентрации присутству-
ет (4R)-1-метил-4-проп-1-ен-2-илциклогексен 
(D-лимонен) (11.23%). D-лимонен  – терпено-
вый углеводород, обладающий антибактериаль-
ной активностью в  отношении как грамполо-
жительных, так и  грамотрицательных бактерий, 
а  также имеющий синергический эффект в  со-
четании с гентамицином (Costa et al., 2018). Ли-
монен и  гептеналь, являющиеся компонентами 
экстрактов можжевельника и шалфея, проявляли 
противомикробную активность относительно бак-
терий родов Staphylococcus, Escherichia и дрожжей 
рода Candida (Голованов, 2011). Обнаруженный 
2,6,6-триметилбицикло(3,1,1)гепт-2-ен (α-пинен) 
является терпеном, обладающим активностью про-
тив метициллинрезистентного золотистого стафи-
лококка. Также α-пинен проявляет противовоспа-
лительную, антиоксидантную активности и обла-
дает противогрибковым потенциалом (Allenspach, 
Steuer, 2021). (6E,10E,14E,18E)-2,6,10,15,19,23-
гексаметилтетракоза-2,6,10,14,18,22-гексаен (сква-
лен)  – углеводород терпенового ряда, принад-
лежащий к  группе каротиноидов, обладает ан-
тиоксидантными свойствами (Popa et  al., 2014). 

Кластеры генов продукции терпеновых соедине-
ний обнаружены в геноме штамма Sphaerospermopsis 
aphanizomenoides BCCUSP55 (Lorenzi et al., 2022). 
Терпеновые соединения широко распространены 
в природе и имеют важное значение для сохране-
ния экологического баланса в межвидовых взаи-
моотношениях бактерий, цианобактерий, микро-
водорослей и их симбионтов, простейших и рас-
тений, а также между различными трофическими 
уровнями (Гольдин, 2011). Эти метаболиты про-
являют широкий спектр биологических свойств 
и участвуют практически во всех функциональных 
проявлениях действия низкомолекулярных орга-
нических веществ в экосистемах (Курашов, 2012; 
Kurashov et al., 2016).

В экстракте обнаружили достаточное коли-
чество алканов, таких как октан (2.34%), декан 
(0.94%), тетракозан (3.86%), додекан (1.71%), те-
традекан (2.92%) и других. Тетрадекан и додекан 
являются как природными, так и антропогенными 
соединениями, которые используют в качестве рас-
творителей и синтетических промежуточных про-
дуктов в промышленности. Считается, что появле-
ние алканов в природных экосистемах обусловлено 
антропогенными факторами. Однако несомнен-
но, что и растения, водоросли и цианобактерии 

Окончание таблицы 4

Вещество Формула RT RI С %
7,9-Ди-трет-бутил-1-оксаспиро[4.5]
дека-6,9-диен-2,8-дион C17H24O3 55.59 1919 0.026 0.43

2-метилнонадекан C20H42 56.33 1977 0.064 1.06
Эйкозан C20H42 56.65 2000 0.085 1.40
2-метилэйкозан C21H44 56.68 2007 0.252 4.15
2-O-(циклогексилметил) 1-O-гептил оксалат C16H28O4 56.74 2013 0.041 0.68
2,4-диметилэйкозан C22H46 57.21 2064 0.083 1.36
2-O-(циклогексилметил) 1-O-октил оксалат С17Н30О4 57.69 2118 0.123 2.02
8-метилэйкозан C21H44 57.83 2136 0.162 2.66
3-Метилгенейкозан C22H46 58.03 2162 0.081 1.33
Пентадецилциклогексан C21H42 58.15 2178 0.299 4.93
(Е)-3-Метилгеникос-2-ен C22H44 58.26 2192 0.076 1.24
2-Метилгенейкозан C22H46 58.39 2210 0.174 2.86
Генейкозан-1-ол C21H44О 58.84 2277 0.266 4.38
Тетракозан C24H50 59.76 2400 0.234 3.86
Докозан-1-ол C22H46О 59.93 2446 0.152 2.50
(6E,10E,14E,18E)-2,6,10,14,18-пентаметилэйкоза-
2,6,10,14,18-пентаен C25H42 61.34 2615 0.094 1.55

(6E,10E,14E,18E)-2,6,10,15,19,23-
гексаметилтетракоза-2,6,10,14,18,22-гексаен (сквален) C30H50 64.2 2831 0.185 3.05

Всего 6.076 100.0

Примечание. RT – время удерживания, мин; RI – индекс удерживания; % – доля соединения среди всех НОС; С – кон-
центрация соединения в экстракте, мг/л.
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в  природных условиях их  синтезируют (Xuan, 
2006). Так, присутствие в большой концентрации 
(23.78%) октакозана связано с  массовым разви-
тием цианобактерий Gloeocapsa sp. в присутствии 
диатомовых водорослей рода Navicula и зеленых 
водорослей родов Chlorella и Scenedesmus (Батаева 
и соавт., 2014). Высокое содержание алканов вы-
явили в культуральной среде монокультуры циа-
нобактерий Oscillatoria neglecta (до 11.14%) (Кир-
пенко, 2010). В смешанных культурах Oscillatoria 
neglecta и Anabaena variabilis количество алканов 
снижалось. Гептадекан и гексакозан обнаружены 
в качестве основных алканов в культурах зеленых 
водорослей Chlorella kessleri, C. vulgaris, Chlorella sp., 
Scenedesmus acutus, S. acuminatus, S. obliquus и циа-
нобактерий вида Spirulina platensis (Sivonen, Jones, 
1999). Показано, что почвенная цианобактерия 
Microcoleus vaginatus из пустыни Негев, продуциро-
вала 4 нормальных и более 60 разветвленных алка-
нов, состав которых необычен, а также ряд жирных 
кислот, циклических и ненасыщенных углеводо-
родов, альдегидов, спиртов и  кетонов (Дембиц-
кий, 2001). Преобладающими соединениями были 
гептадекан (12%), 7-метилгептадекан (7.8%), гек-
садекановая кислота (6.5%) и др. Эфирное масло 
Anthemis altissima, в  составе которого находился 
трикозан, проявляло антимикробную активность 
по  отношению к  видам бактерий Staphylococcus 
aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 
pneumoniae (Samadi, 2012).

В составе экзогенных метаболитов “Anabaena” 
sp. IPPAS B-2020 в  концентрации 0.194 мг/л 
(3.19%) обнаружена бензойная кислота, которая 
обладает противомикробными и фунгицидными 
свойствами (Apostol et al., 2021), поэтому использу-
ется в пищевой промышленности как консервант 
и в медицине как наружный антисептик. Она уча-
ствует в аллелопатических взаимодействиях мно-
гих наземных и водных растений (Macias, 2008). 
Значительное количество бензойной кислоты на-
ходится в плодах, в том числе в ягодах ‒ клюкве 
и бруснике (Лютикова, 2013).

Вызывает интерес вещество трибутилфосфат, 
обнаруженное, хоть и  в небольшой концентра-
ции, в  составе экзометаболитов “Anabaena” sp., 
но, по всей вероятности, играющее регуляторную 
роль в функционировании экосистем. Известно, 
что трибутилфосфат используют при производстве 
фармакологических препаратов из плазмы крови 
человека, поскольку он разрушает липидную обо-
лочку вируса, препятствуя сцеплению его с клет-
кой-мишенью и лишая инфектогенности (Куда-
шева и  соавт., 2015). Наши исследования пока-
зали, что это вещество обнаруживается в составе 
низкомолекулярного метаболома высших водных 
растений горца земноводного (Persicaria amphibia 
(L.) Delarbre) (Крылова и  соавт., 2020) и  рдеста 

пронзеннолистного (Pоtamogeton perfoliatus L.), 
причем произрастающих в местах со слабым ан-
тропогенным влиянием, в то время как в местах 
с высокой нагрузкой это вещество в составе мета-
болитов таких растений не выявлено. Это наталки-
вает на мысль, что фотосинтезирующие организ-
мы, в том числе и цианобактерии “Anabaena” sp. 
IPPAS B-2020, синтезируют его в качестве экзоген-
ного метаболита, выполняющего функцию разру-
шения липидных оболочек конкурирующих видов 
цианобактерий или других бактерий.

Ранее нами был получен патент на  изобре-
тение, описывающий способ стимуляции роста 
и  развития растений, повышения урожайности 
и  защиты от  фитопатогенных грибов в  аридной 
зоне с участием культуры IPPAS B-2020 (патент 
№ 2634387). В изобретении подтверждены рост-
стимулирующие свойства “Anabaena” sp. в отно-
шении ряда сельскохозяйственных культур (кресс-
салата, перца болгарского, томата) и фунгицидная 
активность против фитопатогенных грибов. Анало-
гичный патент получен исследователями на штамм 
Nostoc linckia IPPAS B-2044, обладающий свойства-
ми стимуляции роста в отношении бобовых, мас-
личных и овощных культур, а также гербицидной 
активностью (патент № 2734987).

Таким образом, результаты экспериментов по-
казали, что штамм “Anabaena” sp. IPPAS B-2020 
оказался не  фитотоксичным, обладал высокой 
фунгицидной и антиоксидантной активностями. 
В составе его вторичных экзогенных метаболитов 
присутствовали изолимонная, молочная, уксусная 
кислоты, терпены, алканы, спирты и другие НОС. 
Обнаруженные соединения, такие как трибутил-
фосфат, D-лимонен, сквален, α-пинен, известны 
своей высокой противомикробной активностью.

Штамм IPPAS B-2020 в  настоящее время 
не может быть отнесен ни к одному из валидно 
описанных родов, и для дальнейшей его иден-
тификации необходимо проводить дополни-
тельные исследования. Изучаемый штамм пер-
спективен не только в качестве оздоровляющего 
средства с фунгицидной, антиоксидантной, фи-
тостимулирующей активностями в агроэкосисте-
мах, но и как источник метаболитов с ценными 
свойствами, и может служить основой для разра-
ботки полифункциональных биопрепаратов для 
растениеводства.

ФИНАНСИРОВАНИЕ

Работа выполнена в  рамках отраслевой про-
граммы Роспотребнадзора. Молекулярно-гене-
тическая идентификация штамма выполнена 
в рамках государственного задания Министерства 
науки и высшего образования Российской Феде-
рации (тема № 122042700045-3).
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Characterization of Biological Activity and Evaluation of Exogenous Metabolites  
of Cyanobacteria “Anabaena” sp. IPPAS B-2020

Yu. V. Bataeva1, *, M. A. Sinetova2, E. A. Kurashov3, J. V. Krylova3, L. V. Kolombet1,  
and L. N. Grigoryan4

1State Scientific Center of Applied Microbiology and Biotechnology of Rospotrebnadzor, Obolensk, 142279, Russia
2K.A. Timiryazev Institute of Plant Physiology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 127276, Russia

3Papanin Institute for Biology of Inland Waters, Russian Academy of Sciences, Borok, 152742, Russia
4Astrakhan State University named after V.N. Tatishchev, 414056, Astrakhan, Russia
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Abstract. Culture of cyanobacteria “Anabaena” sp. isolated from alluvial meadow soils in the south 
of Russia and deposited in the collection of cultures of microalgae and cyanobacteria IPPAS of the 
Institute of Plant Physiology named after. K.A. Timiryazev RAS under the number IPPAS B-2020. 
Phylogenetic analysis showed that the studied strain belongs to  a clade that unites the genera 
Sphaerospermopsis, Amphiheterocytum, Raphidiopsis, Wollea and Neowollea, but cannot currently 
be assigned to any of them. The phytotoxicity, fungicidal and antioxidant activities of the strain were 
studied. The culture turned out to be non-toxic. Water-alcohol extract and biomass of “Anabaena” sp. 
IPPAS B-2020 had a complete suppression of micromycetes Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, 
Fusarium sporotrichioides with a maximum diameter of the growth inhibition zone of 2.5 cm. The water 
extract of cyanobacteria “Anabaena” sp. had pronounced antioxidant activity. IPPAS B-2020 in the 
amount of 20 µl  – 39.3%. As  part of  the metabolites of “Anabaena” sp. IPPAS B-2020 detected 
organic acids (citric, lactic, acetic), terpenes, alkanes, alcohols and other low molecular weight organic 
compounds. Culture “Anabaena” sp. IPPAS B-2020 is of interest for biotechnology as a producer of such 
important biologically active compounds as tributyl phosphate, D-limonene, squalene, α-pinene.

Keywords: cyanobacteria, Aphanizomenonaceae, metabolites, antioxidant activity, fungicidal activity, extract, 
gas chromatography-mass spectrometry
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У БАКТЕРИЙ СЕМЕЙСТВА SPHAEROCHAETACEAE:  

ЭВОЛЮЦИОННОЕ ПРОИСХОЖДЕНИЕ ГЕНОВ ГАЛАКТУРОНИДАЗЫ  
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Проведен сравнительный анализ белков деградации углеводов, закодированных в доступных в настоя
щее время геномных последовательностях бактерий семейства Sphaerochaetaceae, а именно Sphaero-
chaeta associata GLS2T, S. globosa BuddyT, S. pleomorpha GrapesT, S. halotolerans 4-11T, S. halotolerans 585, 
Sphaerochaeta sp. S2, Sphaerochaeta sp. PS и Parasphaerochaeta coccoides SPN1T. Геномы сферохет коди-
руют средний по размеру и по разнообразию набор белков, потенциально участвующих в деградации 
разных классов углеводов, в основном олигосахаридов. Все исследованные геномы кодируют гли-
козил-гидролазы семейств GH1, GH2, GH3, GH4, GH13, GH20, GH28, GH36, GH43, GH57, GH63, 
GH77, GH105 и карбогидратэстеразы семейств CE8 и CE9. У всех исследованных сферохет, за исклю-
чением P. coccoides SPN1T, в геномах закодировано много белков семейства GH31. У исследованных 
представителей Sphaerochaetaceae нет генов эндо-β-ацетилмурамидазы (лизоцима) семейства GH23, 
вовлеченной в процесс оборота пептидогликана. Однако геномы S. associata, S. globosa, Sphaerochaeta 
sp. PS и S. pleomorpha содержат ген экзо-β-ацетилмурамидазы (семейство GH171). Значительная 
часть генов, кодирующих ферменты деградации углеводов, имеет наиболее близкие гомологи среди 
представителей филумов Bacillota, Bacteroidota, Pseudomonadota. В геномах исследованных бактерий 
закодированы белки, которые потенциально могут участвовать в деградации пектина. Исследованы 
способность представителей Sphaerochaetaceae использовать для роста пектин, а также эволюционное 
происхождение генов, кодирующих потенциальные α-галактуронидазу (семейство GH4) и ненасы-
щенную глюкуронил/рамногалактуронил-гидролазу (семейство GH105), которые участвуют в дегра-
дации компонентов пектина.

Ключевые слова: Sphaerochaeta, горизонтальный перенос генов, гликозил-гидролаза, полисахаридлиаза, 
CAZy, GH4, GH105, α-галактуронидаза, ненасыщенная глюкуронил/рамногалактуронил-гидролаза

DOI: 10.31857/S0026365624050034

1 Дополнительные материалы к статье размещены по ссылке DOI: 10.31857/S0026365624050034

Сравнительные исследования геномов микро-
организмов показали, что они содержат гены 
с разной эволюционной историей. Кроме высоко 
консервативных генов, так называемых “ядер-
ных” или универсальных генов, которые насле-
дуются главным образом вертикально, значитель-
ная доля генов, кодирующих периферические ме-
таболические функции и  транспортные белки, 
подвергается масштабным перемещениям как 
между близкими видами, так и между бактериями 
из далеких таксонов. Приобретение устойчивости 

к  антибиотикам и  токсинам, генов патогенно-
сти, способности использовать новые субстраты 
и  ксенобиотики являются следствием горизон-
тального переноса генов. Признано, что он играет 
ключевую роль в эволюции адаптации прокариот 
к изменяющимся условиям среды (Ochman et al., 
2000; Arnold et al., 2022). Ряд исследований ука-
зывает на важную роль самой окружающей среды 
в эволюции геномов бактерий и в их адаптации 
к  специфической экологической нише (Caro-
Quintero et al., 2011). Так, сравнительная геномика 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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штаммов молочнокислых бактерий Lactobacillus 
helveticus DPC4571 и L. acidophilus NCFM, име-
ющих 98.4% идентичности на уровне генов 16S 
рРНК, выявила наличие у них специфичных ге-
нов или баркодов, типичных для определенной 
экониши этих бактерий, молока или кишечника 
животных соответственно (O'Sullivan et al., 2009). 
Значительная доля генов, полученных в резуль-
тате горизонтального переноса, отмечена для 
геномов кокковидных неподвижных спирохет 
Sphaerochaeta globosa и S. pleomorpha из семейства 
Sphaerochaetaceae. “Химерные” геномы этих двух 
бактерий содержат более 10% универсальных генов 
(генов ядра) и более 50% генов, кодирующих вто-
ричные метаболические функции и транспортные 
белки, полученные, по-видимому, от  грамполо-
жительных бактерий Bacillota (Caro-Quintero et al., 
2012). Большинство генов приобретенных путем 
горизонтального переноса у исследованных сфе-
рохет относятся к категориям транспорта и мета-
болизма углеводов и аминокислот (Caro-Quintero 
et al., 2012).

В настоящее время в семействе Sphaerochaetaceae 
известны три рода, включающих восемь видов, 
а именно Sphaerochaeta associata GLS2T, S. globosa 
BuddyT, S. halotolerans 4-11T, S. pleomorpha GrapesT, 
Parasphaerochaeta coccoides SPN1T, Pleomorphochaeta 
caudata SEBR 4223T, P. naphthae SEBR 4209T 
и  P.  multiformis MO-SPC2T (Nazina et  al., 2022). 
К этому семейству принадлежат также некульти-
вируемые виды родов “Candidatus Aphodenecus”, 
“Ca. Ornithospirochaeta”, “Ca. Physcosoma”, опи-
санные на  основе метагеномных последова-
тельностей, полученных из  кишечного тракта 
птиц и млекопитающих (Gilroy et al., 2021, 2022; 
Gharechahi et  al., 2022). Предлагается выделить 
семейство Sphaerochaetaceae в отдельный порядок 
Sphaerochaetales в классе Spirochaetia (Chuvochina 
et  al., 2023). Последовательности генов сферо-
хет широко представлены в разнообразных ана-
эробных местообитаниях: морских и пресновод-
ных осадках, сточных водах, в нефтяных пластах, 
в биореакторах по переработке отходов, получе-
ния биогаза, в кишечном тракте насекомых, птиц 
и млекопитающих (Morrison et al., 2020; Tang et al., 
2020; Gilroy et al., 2021, 2022; Gharechahi et al., 2022; 
Nazina et al., 2022). Доступность полногеномных 
последовательностей близкородственных предста-
вителей Sphaerochaetaceae, выделенных из разно-
образных экологических ниш, позволяет понять, 
существует ли адаптация этих видов к специфиче-
ской среде обитания на генном уровне, а также из-
учить происхождение некоторых генов.

Все известные представители Sphaerochaetaceae, 
также как и таксономически близкие им бактерии 
из семейства Spirochaetaceae, являются хемоорга-
ногетеротрофами и используют углеводы в каче-
стве основного источника углерода и энергии. Это 

предопределило применение нами в работе между-
народной базы данных ферментов синтеза и ути-
лизации углеводов (Carbohydrate-Active Enzymes, 
CAZy, http://www.cazy.org/), а точнее ее разделов, 
посвященных трем группам ферментов: глико-
зил-гидролазам (GH), полисахаридлиазам (PL) 
и карбогидратэстеразам (CE) (Drula et al., 2022). 
Ферменты синтеза и деградации углеводов, клас-
сифицированные в базе данных CAZy, названы 
далее термином CAZy-мы. Для каждой из  этих 
групп ферментов классификация CAZy выделя-
ет семейства на основании гомологии аминокис-
лотных последовательностей их  каталитических 
доменов (Drula et al., 2022). Так, в случае глико-
зил-гидролаз различают почти две сотни семейств 
(GH1–GH189), более трети из которых объедине-
ны в 20 кланов (GH-A–GH-S-T). В пределах части 
семейств принято выделять подсемейства (напри-
мер, 49 подсемейств в семействе GH13: GH13_1–
GH13_49 или 39 подсемейств в семействе GH43). 
В предложенной нами ранее иерархической клас-
сификации гликозил-гидролаз (Наумов, 2011) 
почти все разнообразие каталитических доменов 
этих ферментов сведено к шести основным фол-
дам – крупным группам белков, имеющих одно-
типную пространственную структуру и предпола-
гаемую общность эволюционного происхождения. 
В  частности, гликозил-гидролазы с  каталитиче-
ским доменом в виде (α/α)6-бочонка представле-
ны в семи кланах (GH-G, GH-L, GH-M, GH-O, 
GH-P, GH-Q и GH-S), а также в целом ряде се-
мейств, не относящихся к кланам, в т.ч. в семей-
стве GH105. Это семейство объединяет ферменты, 
отщепляющие от своих субстратов ненасыщенные 
глюкуронильные или галактуронильные остатки. 
Гены белков этого семейства представлены в ге-
номах бактерий и грибов. Семейство GH4 явля-
ется редким примером семейства, не относящего-
ся ни к одному из шести основных фолдов, а ха-
рактеризуется наличием у него так называемой 
укладки Россманна. Ферменты этого и родствен-
ного ему семейства GH109 характеризуются не-
обычным для гликозил-гидролаз молекулярным 
механизмом с использованием НАД+ в качестве 
кофактора. Для ферментов семейства GH4 по-
казано большое разнообразие катализируемых 
ими активностей (Hall et al., 2009). Проведенный 
нами ранее филогенетический анализ позволил 
выделить в нем четыре монофилетические груп-
пы белков, характеризующихся различающимися 
ферментативными активностями (Березина и со-
авт., 2003). Гены белков этого семейства представ-
лены в геномах бактерий и архей. В 2013 году была 
установлена еще одна ферментативная активность 
для ряда белков семейства GH4, а именно актив-
ность α-галактуронидазы (Thompson et al., 2013).

Анализ в  базе CAZy профилей ферментов 
деградации и  синтеза углеводов (CAZy-мов) 
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у  некоторых известных представителей Spiro-
chaetia показывает, что они в значительной сте-
пени коррелируют с типом экологической ниши 
обитания микроорганизмов. Treponema rectale, 
T.  bryantii, изолированные из  кишечного тракта 
быка, Thiospirochaeta perfilievi, Spirochaeta ther-
mophila, Gracilinema caldarium, Salinispira pacifica, 
выделенные из микробных матов, имели разно-
образный и широкий набор CAZy-белков в отли-
чие от родственных им спирохет Entomospira culicis 
и  E.  entomophilus, изолированных из  комаров, 
а также многих патогенных трепонем и боррелий.

Цель настоящей работы заключалась в  срав-
нительном исследовании геномных профи-
лей ферментов деградации углеводов бактерий 
Sphaerochaetaceae, изучении способности пред-
ставителей этого семейства использовать пектин 
в  качестве источника углерода и  анализ эволю-
ционного происхождения генов потенциальных 
α-галактуронидазы и ненасыщенной глюкуронил/
рамногалактуронил-гидролазы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали полные геномные после-
довательности S. associata GLS2T (GCF_022869165.1), 
S. globosa BuddyT (GCF_000190435.1), S. pleomorpha 
GrapesT (GCF_000236685.1), и  P. coccoides SPN1T 
(GCF_000208385.1) (Abt et al., 2012; Caro-Quintero 
et  al., 2012; Troshina et  al., 2024), а  также геном-
ные данные хорошего качества для S. halotolerans 
4-11Т (GCA_003429665.1) (Grouzdev et  al., 2018), 
S. halotolerans 585 (GCF_009823595.1) и  изо-
лятов Sphaerochaeta sp. PS (GCA_032144095.1), 
Sphaerochaeta sp. S2 (GCA_016406725.1).

Идентификацию CAZy-мов, кодируемых в ге-
номах исследуемых бактерий, проводили с помо-
щью ресурса dbCAN3 (http://bcb.unl.edu/dbCAN2/), 
используя три алгоритма ‒ HMMER:dbCAN, 
DIAMOND:CAZy и HMMER:dbCAN-sub (Zheng 
et al., 2023). Только белки, найденные хотя бы дву-
мя из алгоритмов, рассматривали как CAZy-мы. 
Для сравнения использовали также данные CAZy 
для геномов S. associata GLS2T, S. globosa BuddyT, 
S.  pleomorpha GrapesT, P. coccoides SPN1T (http://
www.cazy.org/) (Drula et  al., 2022). Предсказа-
ние сигнальных пептидов проводили с  dbCAN3 
и Signal-BLAST (Frank, Sippl, 2008). Номера всех 
идентифицированных ферментов деградации 
углеводов исследованных геномов приведены 
в таблице S1 в приложении.

Поиск гомологов CAZy-мов, кодируемых 
в  геномах Sphaerochaetaceae, проводили с  по-
мощью BLASTP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) 
в  базе данных NCBI (раздел “non-redundant 
protein sequences”). При составлении таблицы 

по таксономическому положению ближайших го-
мологов выбирали только гомологи, принадлежа-
щие организмам с четким таксономическим по-
ложением, с покрытием не менее 80%. Если бли-
жайшие гомологи принадлежали одному виду, 
то отбирали только первую ближайшую последо-
вательность. Для построения филогенетических 
деревьев отбирали гомологи, имеющие макси-
мальное покрытие исследуемого белка и с четким 
таксономическим положением, а также ряд ме-
тагеномных последовательностей организмов се-
мейства Sphaerochaetacea. Для выравнивания по-
следовательностей, поиска моделей и построения 
филогенетических деревьев использовали пакет 
программ MEGA11 (Tamura et al., 2021). Деревья 
построены методом наибольшего правдоподобия 
(ML) по модели Le_Gascuel_2008 с дискретным 
гамма-распределением для моделирования раз-
личий в скорости эволюции между участками (5 
категорий (+G) и  модель изменения скорости 
позволила некоторым сайтам быть эволюционно 
неизменными [+I]). Статистическую надежность 
узлов филогенетических деревьев оценивали 
с помощью бутстреп-анализа, используя 500 ре-
плик. Для презентации филогенетических дере-
вьев использовали программу TreeViewer (https://
treeviewer.org) (Bianchini, Sánchez-Baracaldo, 
2024). Для идентификации гомологичных генных 
кластеров, кодирующих белки семейств GH88, 
PL12 и  PL33, использовали сервис CAGECAT 
(https://cagecat.bioinformatics.nl/#) (Gilchrist et al., 
2021). Анализ транспортных систем и ферментов 
метаболизма уроновых кислот проводили с по-
мощью ресурсов KEGG и BlastKOALA (Kanehisa 
et al., 2016).

Культуры S. associata GLS2T, S. globosa BuddyT, 
S.  pleomorpha GrapesT и  P. coccoides SPN1T выра-
щивали анаэробно в  атмосфере N2 в  пробирках 
Хангейта на  среде Пфеннинга (г на 1 л  дистил-
лированной воды): NH4Cl ‒ 0.33, KH2PO4 ‒ 0.33, 
KCl ‒ 0.33, MgCl2 . 6H2O ‒ 0.5, NaCl ‒ 1.0, CaCl2 

. 
6H2O ‒ 0.15, дрожжевой экстракт ‒ 0.5, казамино-
вые кислоты ‒ 0.5, витамины DSMZ 503 ‒ 1 мл, 
микроэлементы ‒ 1 мл (Кевбрин, Заварзин, 1992), 
L-цистеин гидрохлорид ‒ 0.4, пектин (полигалак-
туроновая кислота, CDH) ‒ 3.0. Для P. coccoides 
SPN1 количество дрожжевого экстракта и  ка-
заминовых кислот в  среде было увеличено до 
1.0 г на 1 л. Перед посевом в среду дополнительно 
вносили (г/л): Na2S . 9H2O ‒ 0.25, NaHCO3 1.0‒2.0. 
Культивирование проводили при 29°C. Рост оце-
нивали после четырех пересевов на среду с пекти-
ном путем измерений оптической плотности при 
длине волны 600 нм на спектрофотометре модели 
Cary 300 (“Agilent Technologies”, Австралия) и пу-
тем прямых подсчетов клеток с помощью фазово-
контрастной микроскопии, используя микроскоп 
AxiostarPLUS (“Carl Zeiss”, Германия).



	 Сравнительная геномика утилизации УГЛЕВОДОВ� 537

МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 5 2024

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенный анализ показал, что данные, по-
лученные в результате аннотации белков, кодиру-
емых в геномах S. associatа, S. globosa, S. pleomorpha 
и P. coccoides с помощью dbCAN3, и данные, приве-
денные для вышеназванных геномов в базе CAZy, 
совпали, за исключением нескольких карбокси-
эстераз из семейств СЕ1, СЕ4, СЕ14. Все иссле-
дованные представители Sphaerochaetaceae имеют 
средний по размеру и в основном сходный набор 
семейств CAZy c  незначительными различиями 
в  числе генов каждого семейства и  в профилях 
CAZy семейств (таблица). Все исследованные ге-
номы кодируют белки гликозил-гидролаз семейств 
GH1, GH2, GH3, GH4, GH13, GH20, GH28, GH36, 
GH43, GH57, GH63, GH77, GH105 и карбогидра-
тэстераз CE8 и CE9. У всех сферохет, за исключе-
нием P. coccoides SPN1T, в геномах закодировано 

много белков семейства GH31. Геномы S. associata 
GLS2T, S. globosa BuddyT и изолята Sphaerochaeta sp. 
S2 кодируют наибольшее число белков  CAZy се-
мейств и число CAZy-мов (таблица).

Наиболее представленные гены белков семейств 
GH2, GH3, GH4, GH31 кодируют потенциальные 
β-галактозидазы, β-глюкозидазы, α-глюкозидазы, 
α-галактозидазы, α-ксилозидазы. У всех исследо-
ванных сферохет присутствуют гены, кодирующие 
белки, вероятно, обеспечивающие деградацию сое-
динений крахмала. Многие из этих белков относятся 
к семейству GH13. Согласно данным CAZy, белки 
семейства GH13 закодированы также в геномах мно-
гих представителей семейства Spirochaetaceae, напри-
мер, в геноме Spirochaeta africana содержится 31 ген, 
у Salinispira pacifica их 22 (http://www.cazy.org/).

Анализ CAZy-мов сферохет на предмет таксо-
номического положения наиболее близких гомо-
логов программой BLASTP показал, что многие 

Таблица. Численность закодированных белков из семейств CAZy для геномов S. associata GLS2T (1), S. globosa 
BuddyT(2), S. halotolerans 4-11T(3), S. halotolerans 585 (4), S. pleomorpha GrapesT(5), Sphaerochaeta sp. PS (6), 
Sphaerochaeta sp. S2 (7), P. coccoides SPN1T(8)

CAZy семейства Геномы
1 2 3 4 5 6 7 8

GH1 1 1 1 3 1 1 1 2
GH2 5 5 2 4 3 3 5 5
GH3 4 4 3 3 4 4 4 1
GH4 5 3 3 2 1 3 3 1
GH5 0 0 0 0 0 0 1 0
GH9 0 0 0 0 1 0 0 0
GH13 4 4 6 6 6 4 4 4
GH15 0 0 0 0 1 0 0 0
GH20 2 2 2 2 2 1 2 1
GH28 1 2 1 1 1 1 2 1
GH29 1 1 0 0 0 1 0 1
GH30 0 0 1 0 2 0 1 0
GH31 5 5 3 4 6 4 4** 0
GH36 1 1 1 1 1 1 1 2
GH38 1 0 1 3 0 0 0 1
GH42 0 0 0 1 0 0 1 0
GH43 4 2 2 2 1 1 2 1
GH50 0 0 0 0 1 0 0 0
GH51 1 1 1 1 0 1 1 1
GH52 0 0 0 0 0 0 0 1
GH57 2 2 2 2 2 2 3 3
GH57*** 1 1 1 1 1 1 1 1
GH59 0 0 0 0 0 0 0 1
GH63 1 1 1 1 1 1 1 1
GH65 0 0 2 2 2 1 2 1
GH66 0 0 0 0 1 0 0 0
GH67 0 0 0 0 0 0 0 1
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гены, кодирующие белки деградации углеводов, 
были, по-видимому, получены в результате гори-
зонтальных переносов из таксономически далеких 
таксонов Bacillota, Pseudomonadota и  Bacteroidota 
(табл. S2 в  приложении). Например, белки 
WP_244773140.1, WP_013606124.1, WP_117331179.1 
и WP_198892871.1 (вероятная α-галактозидаза, се-
мейство GH4) имеют высокий уровень сходства 
(около 74% идентичности) с гомологичными по-
следовательностями из  Bacillota. Только белки 

семейств GH1, GH57, GH63, GH77 и некоторые 
белки семейств GH4 и GH13 имеют среди ближай-
ших гомологов последовательности из Spirochaetota 
(табл. S2 в приложении).

У всех исследованных сферохет, в  отличие 
от других известных представителей Spirochaetota, 
не  обнаружены гены, кодирующие ферменты 
оборота пептидогликана, а именно пептидогли-
кан-лиазы и мурамидазы/лизоцима, которые от-
носятся к  семейству GH23. Однако S. associatа, 

CAZy семейства Геномы
1 2 3 4 5 6 7 8

GH77 2 2 2 2 2 2 2 2
GH78 1 1 1 1 0 0 1 0
GH88 2 1 0 0 0 1 1 1
GH94 1 1 0 0 0 0 0 0
GH97 0 0 0 0 0 0 0 1
GH105 4 3 3 3 1 2 2 3
GH106 1 0 0 0 0 1 0 0
GH109 0 0 0 0 0 1 0 0
GH112 2 1 0 0 0 0 1 0
GH125 0 0 1 1 0 0 1 0
GH127 1 2 0 1 0 2 1 0
GH130 0 0 1 1 0 0 0 0
GH151 0 0 0 0 1 1 0 0
GH171 1 1 0 0 1 1 0 0
GH172 0 0 0 0 0 0 0 1
GH179 0 0 0 0 0 0 0 1
PL12 3 1 0 0 1 1 1 2
PL26 0 0 0 0 0 0 0 1
PL33 1 1 0 0 0 1 1 1
PLnc 1 1 0 0 1* 1 1 0
CE1 1* 1* 0 0 1* 1 0 0
CE4 1* 1* 1 1 1* 0 0 0
CE8 1 1 1 1 1 1 1 1
CE9 3 3 1 1 3 3 2 1
CE12 1 1 1 1 0 0 1 1
CE14 1* 1* 1 0 1 1 1 0
CE15 0 0 0 0 1 0 0 0
CE20 0 1 0 0 0 0 0 0
Число генов  
GH + PL + СЕ 67 59 46 52 53 50 56 46

Число  
CAZy семейств 34 33 27 27 31 31 32 31

*Отмеченные белки не присутствуют в списках CAZy. Эти белки были аннотированы программой dbCAN3.
**Один из белков семейства GH31 (WP_304945009.1) представлен в виде фрагмента. Он не был идентифицирован с по-
мощью ресурса dbCAN3, он был идентифицирован BLAST.
***Белки отнесены к семейству GH57 программой dbCAN3. В базе CAZy гомологичные белки у S. associata GLS2T, S. 
globosa BuddyT, S. pleomorpha GrapesT и P. сoccoides SPN1T отнесены к GHnc (неклассифицированные).

Окончание таблицы
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S. globosа, S. pleomorpha и Sphaerochaeta sp. PS со-
держат гены, кодирующие белки с  относитель-
но высоким уровнем сходства (около 40% иден-
тичности) к  недавно охарактеризованному 
ферменту деградации пептидогликана экзо-β-N-
ацетилмурамидазе (семейство GH171; P40407.1 
в  базе https://www.uniprot.org/) (Müller et  al., 
2021). Ближайшими гомологами этих белков, 
кодируемых в геномах вышеупомянутых сферо-
хет, являются последовательности из  Bacillota 
(табл. S2 в приложении). Гены белков семейства 
GH171 есть также у  ряда представителей рода 
Treponema, а у многих представителей семейства 
Leptospiraceae (класс Spirochaetia) даже по 2 копии 
этого гена. Следует отметить, что набор предска-
занных гликозил-гидролаз у Leptospiraceae (дан-
ные из CAZy), как патогенных, так и свободножи-
вущих, является очень небольшим.

По сравнению с  другими сферохетами геном 
S. associata GLS2T имеет наибольшее число ге-
нов, кодирующих белки семейств GH43, GH88, 
GH105, PL12 и  PL33 (таблица). Эти белки ан-
нотированы как потенциальные ксилан-1,4-β-
ксилозидазы (GH43), α-N-арабинофуранозидаза 
(GH43), ненасыщенная глюкуронил-гидролаза 
(семейство GH88), гепариназа II/III подобные бел-
ки (семейства PL12, PL33). Белки WP_244772593.1 
и WP_244774031.1 из семейства GH88 у S. associata 
GLS2T обнаруживают, соответственно, 46.1 
и 45.0% идентичности в аминокислотной после-
довательности с биохимически охарактеризован-
ным ферментом хондроитиндисахарид-гидролазой 
из Streptococcus agalactiae (номер Q8E372.1 в базе 
https://www.uniprot.org/). Белок WP_244774018.1 
(семейство PL33) S. associata GLS2T имеет 
31.5% идентичности с белком AEW20097.1 из бак-
терии Tannerella forsythia (филум Bacteroidota), для 
которого была показана хондроитин-лиазная ак-
тивность (К.Ф. 4.2.2.5) (Nguyen et al., 2022). Гены, 
кодирующие белки семейств GH88, PL12 и PL33, 
находятся рядом в  геномах S. associata GLS2T, 
S.globosa BuddyT, P. coccoides SPN1T и Sphaerochaeta 
sp. PS (рис. S1 в приложении), что может свиде-
тельствовать об их функциональной взаимосвязи. 
Кластер генов вышеназванных белков, обнару-
живаемый в геномах многих сферохет, содержит 
также гены АВС-транспортных систем углево-
дов и гены белков двухкомпонентной регулятор-
ной системы транскрипции YesM/YesN (рис. S1). 
Ген еще одной глюкуронил-гидролазы семейства 
GH88 (WP_244772593.1) S. associata GLS2T также 
ко-локализуется с геном потенциальной гепари-
назы семейства PL12 (рис. S2). В этом локусе есть 
также гены сульфатаз и АВС-транспортных систем 
углеводов (белки WP_244772597.1, WP_244772598.1 
и WP_244772599.1) (рис. S2 в приложении). Белки 
транспорта углеводов, закодированные в данном 
кластере генома S. associata GLS2T, имеют высокую 

степень сходства (более 70% идентичности) с го-
мологами из Bacillota. Потенциальная сульфатаза 
из S. associata GLS2T (WP_244772595.1) обнаружи-
вает 33.0% сходства с охарактеризованной сульфа-
тазой из бактерии Bacteroides thetaiotaomicron VPI-
5482 (Q8A2F6.1), для которой показан гидролиз 
сульфатированных глюкозаминогликанов хондро-
итина и  дерматансульфатов (Ulmer et  al., 2014). 
Следует отметить, что штамм S. associata GLS2T 
был выделен из устойчивого консорциума с археей 
рода Methanosarcina (Troshina et al., 2015), которые, 
как известно, содержат в составе клеточных обо-
лочек метанохондроитин, состоящий из N-ацетил-
D-галактозамина и  D-глюкуроновой (или 
D-галактуроновой) кислоты в соотношении 2 : 1 
и со следующей структурой [→)β-D-GlcA-(1→3)-β-
D-GalNAc-(1→4)-β-D-GalNAc-(1→]n (Klingl et al., 
2019). Белки семейств GH88, PL12, PL33 у иссле-
дованных сферохет имеют среди ближайших го-
мологов последовательности представителей так-
сонов Pseudomonadota и Bacillota (табл. S2 в прило-
жении), и, по-видимому, гены этих белков были 
получены в результате горизонтальных переносов. 
Гепариназа II/III подобные белки семейства PL12 
сферохет имеют низкое сходство (около 25% иден-
тичности для белка WP_244772004.1) с биохими-
чески охарактеризованными гепаринсульфат-ли-
азами. Можно предположить, что эти белки, при 
условии их выделения и изучения каталитических 
свойств, могут проявлять новую ферментативную 
активность.

В геномах S. globosа, S. associatа, Sphaerochae-
ta sp. PS и Sphaerochaeta sp. S2 присутствует ген, 
кодирующий белок, который в  настоящее вре-
мя не  классифицирован в  CAZy. Его относят 
к  семейству PLnc. В  последовательности этого 
белка есть консервативная область рамногалак-
туронан-лиазы. Эти белки аннотированы алго-
ритмом HMMER в dbCAN3 как белки семейства 
PL11, но  как неклассифицированные белки се-
мейства PLnc алгоритмом DIAMOND. В геноме 
P. coccoides закодирована рамногалактуронан-экзо-
лиаза семейства PL26. Этот белок, так же как и бе-
лок семейства PLnc, возможно, участвует в  рас-
щеплении олигосахаридов рамногалактуронана I, 
одного из компонентов пектина. Образуемые в ре-
зультате действия рамногалактуронан-лиаз по типу 
β-элиминирования олигосахариды с  ∆-4,5-нена-
сыщенными α-галактуронопиранозными остат-
ками на невосстанавливающем конце в дальней-
шем являются субстратами для белков семейства 
GH105. Охарактеризованные к настоящему вре-
мени белки этого семейства катализируют гидро-
литическое отщепление ненасыщенного остатка 
α-галактуроновой или α-глюкуроновой кислот 
от олигосахаридов пектина или ульвана соответ-
ственно (http://www.cazy.org/GH105_characterized.
html). Впервые ферменты семейства GH105 были 
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выделены в 2006 году из Bacillus subtilis (Itoh et al., 
2006). Гомологи потенциальных ненасыщенных 
рамногалактуронил-гидролаз (К.Ф. 3.2.1.172) 
и d-4,5-ненасыщенной α-галактуронидазы (К.Ф. 
3.2.1.-) закодированы в  геномах исследованных 
Sphaerochaetaceae (семейство GH105, таблица). 
В то же время белки семейства GH105 есть толь-
ко у некоторых из аннотированных в базе CAZy 
представителей Spirochaetota, а  именно только 
у некоторых видов родов Treponema и Spirochaeta. 
Напротив, у  исследованных Sphaerochaetaceae 

этот ген присутствует в количестве от 1 до четы-
рех копий (таблица). То, что эти гены сохраняют-
ся в геномах сферохет и присутствуют в несколь-
ких копиях, свидетельствует о возможном значе-
нии продуктов этих генов в метаболизме сферохет. 
В геномах Sphaerochaetaceae нет генов секретируе-
мых белков, действующих на первых этапах дегра-
дации пектина, а  именно пектин- и  пектат-лиаз 
из семейств PL1 и PL9, рамногалактуронан эндо- 
и экзолиаз семейств PL11 и PL26, полигалактуро-
назы из семейства GH28 (табл. S1 в приложении). 

(а)
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В то же время в геномах практически всех сферо-
хет есть гены, кодирующие цитоплазматические 
белки, гомологичные полигалактуроназе (GH28), 

пектинметил-эстеразе (СЕ8), рамногалактуронан-
ацетилэстеразе (СЕ12), ненасыщенной рамнога-
лактуронил-гидролазе (GH105) и α-галактуронидазе 

Рис. 1 (а, б). Филогенетическое древо белков семейства GH105 гликозил-гидролаз, закодированных в  геномах 
Sphaerochaetaceae, построенное методом наибольшего правдоподобия: а ‒ рисунок отражает филогенетическое поло-
жение белка WP_244772448.1 из S. associata и его гомологов; анализ включал 94 аминокислотные последовательности; 
б ‒ рисунок отражает положение белков WP_244773341.1 , WP_244771860.1 , WP_244773955.1 из S. associata и их гомо-
логов. Анализ включал 74 аминокислотные последовательности. Цветовые обозначения для крупных таксонов указаны 
на рисунке вверху слева. Белки с определенной ферментативной активностью, а именно d-4,5-ненасыщенная рамнога-
лактуронил-гидролаза (WP_014906487.1, WP_003243366.1, WP_011109152.1) и d-4,5-ненасыщенная α-галактуронидаза 
(WP_008760990.1, WP_011107571.1, WP_123066362.1) обозначены. В точках ветвления указаны значения бутстрап-под-
держки ≥50%. Масштаб указывает на количество замен на одно положение аминокислотной последовательности. Для 
упрощения отображения деревьев некоторые кластеры были схлопнуты в треугольники со сторонами, соответствующи-
ми средней длине ветвей в данном кластере. Количество последовательностей указано рядом с кластерами. Номера по-
следовательностей и организмы в схлопнутых кластерах приведены в таблице S3 (по порядку сверху вниз) в приложении.

(б)
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(GH4) (таблица). Последний фермент осуществля-
ет гидролиз дигалактуронатов. Ген потенциальной 
α-галактуронидазы присутствует у всех исследо-
ванных сферохет, за  исключением S. pleomorpha 
GrapesT (таблица).

С целью изучения происхождения бел-
ков семейства GH105, кодируемых в  геномах 
Sphaerochaetaceae, был проведен филогенетиче-
ский анализ с использованием нескольких десят-
ков гомологов. В  геноме S. associata присутству-
ет 4 гена, кодирующих белки семейства GH105 
(табл. S1). Поиск ближайших гомологов этих бел-
ков в базах NCBI и UniProtKB/Swiss-Prot показал, 
что один из белков WP_244772448.1 из S. associata 
имел отличающийся спектр близких гомологов 
и низкий уровень сходства с остальными белками 
семейства GH105 из  S. associata (24.9% идентич-
ности с WP_244771860.1, 32.2% с WP_244773341.1 
и 30.1% с  WP_244773955.1). Кроме того, белок 
WP_244772448.1 и три остальных белка отличались 
в отношении их сходства с белками с известной 
ферментативной активностью. Множественное 
выравнивание и исследование филогении белков 
семейства GH105 из  Sphaerochaetaceae (рис. S3) 
показало, что WP_244772448.1 и его ближайшие 
гомологи образуют отдельный и далекий кластер. 
В связи с низким сходством белка WP_244772448.1 
с тремя остальными белками из S. associatа, для них 
были построены отдельные филогенетические де-
ревья (рис. 1а и 1б).

На филогенетических деревьях белки семей-
ства GH105 сферохет формируют три четко обо-
собленных кластера I-III (рис. 1а, 1б). Кластер I 
потенциальных ферментов семейства GH105 сфе-
рохет имеет сложную филогенетическую карти-
ну (рис. 1a). Попарное сравнение WP_244772448.1 
S. associata из этого кластера с известными экспе-
риментально охарактеризованными ферментами 
семейства GH105 показало, что он  имеет сход-
ство с d-4,5-ненасыщенной α-галактуронидазой 
Paenibacillus amylolyticus (WP_123066362.1, идентич-
ность 43.2% аминокислотных остатков), с d-4,5-
ненасыщенной α-галактуронидазой B.  thetaio-
taomicron (WP_011107571.1, идентичность 43.1%) 
и ненасыщенной рамногалактуронил-гидролазой 
YteR из B. subtilis (WP_014906487.1, идентичность 
36.9%) (Itoh et  al., 2006; Ndeh et  al., 2017; Keggi, 
Doran-Peterson 2020). На филогенетическом древе 
(рис. 1а) кластер I последовательностей сферохет 
состоит из двух подкластеров. Один из них обра-
зован из белков, закодированных в геномах куль-
тивируемых изолятов Sphaerochaetaceae. Второй 
образован последовательностями из метагеномов, 
изолированных из кишечного тракта птиц и мле-
копитающих. Кроме того, две последовательно-
сти из вида “Ca. Physcosoma equi” (MBQ0071733.1, 
MBQ0072301.1), для которого доступен лишь ге-
ном, созданный на  основе метагенома (MAG), 

группируются отдельно от остальных белков сферо-
хет, ближе к последовательностям из Spirochaetaceae 
(рис. 1а). Структура филогенетического древа 
не позволяет сделать однозначный вывод о проис-
хождении этой группы белков у Sphaerochaetaceae, 
так как кластер I  образует статистически плохо 
поддерживаемые кластеры с белками из Bacillota, 
Bacteriodota и некоторыми из Spirochaetaceae.

Две последовательности WP_244773341.1 
и WP_244771860.1 S. associata, вместе с ближайши-
ми гомологами из Sphaerochaetaceae и двумя бел-
ками из спирохет, образовали кластер II (рис. 1б). 
Последовательность MBQ0072344.1 из  некуль-
тивируемого вида “Ca. Physcosoma equi” оказа-
лась отдельно от сферохет, вместе с более эво-
люционно древними белками из Bacillota. Белки 
кластера II  имеют ближайшего общего эволю-
ционного предка с  представителями Bacillota 
(рис. 1б) и имеют сходство около 30% идентич-
ных аминокислотных остатков с ненасыщенной 
рамногалактуронил-гидролазой YesR B. subtilis 
(WP_003243366.1) (Itoh et al., 2006).

Кластер III составляют белки длиной около 
690 аминокислотных остатков (рис. 1б). Все экс-
периментально исследованные к настоящему вре-
мени белки из семейства GH105 имеют длину до 
400 аминокислотных остатков. Попарное сравне-
ние белка WP_244773955.1 S. associata с известными 
охарактеризованными белками семейства GH105 
показало низкий уровень сходства с ненасыщенной 
рамногалактуронил-гидролазой (WP_011109152.1 
идентичность 31.8%) и  с d-4,5-ненасыщенной 
α-галактуронидазой (WP_008760990.1, иден-
тичность 27.6%) B.  thetaiotaomicron. Белки 
из Sphaerochaetaceae, составляющие кластер III, на-
ходятся внутри большого статистически надежного 
кластера последовательностей Bacillota (рис. 1б), и, 
по-видимому, кодирующие их гены были получены 
в результате горизонтального переноса из Bacillota.

Потенциальная α-галактуронидаза семейства 
GH4 у  исследованных сферохет имеет примерно 
40% идентичности с гомологами из Thermoanaero-
bacterium saccharolyticum (WP_014757159.1) и B. subtilis 
(WP_003244472.1), для которых была впервые 
продемонстрирована ферментативная актив-
ность  ‒ отщепление остатка α-галактуроновой 
кислоты в дигалактуронатах/олигогалактуронатах 
(Thompson et al., 2013). Филогенетический анализ 
потенциальной α-галактуронидазы, кодируемой 
в геномах сферохет, указывает на общего ближай-
шего предка у этих белков с белками из верруко-
микробиот и протеобактерий (рис. 2).

Исследование роста S. associata, S. globosa, 
S.  pleomorpha, P. coccoides показало слабый, 
но  устойчивый рост на  пектине в  течение мно-
гих пересевов. Численность клеток в  культурах 
S. associata и S. globosa на среде с пектином была зна-
чимо выше, чем в контролях (рис. S4 в приложении). 
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Рис. 2. Филогенетическое древо потенциальных α-галактуронидаз семейства GH4, закодированных в геномах 
Sphaerochaetaceae, построенное методом наибольшего правдоподобия. Анализ включал 67 белковых последова-
тельностей. Значения бутстреп ≥50% указаны в точках ветвления. Масштабная линейка указывает на количество 
замен на одно положение аминокислотной последовательности. Цветовые обозначения для таксонов указаны 
на рисунке вверху слева. Белки с активностью α-галактуронидазы WP_003244472.1 и WP_012995698.1 обозна-
чены. Для упрощения отображения деревьев некоторые кластеры были схлопнуты в треугольники со сторона-
ми, соответствующими средней длине ветвей в данном кластере. Количество последовательностей указано ря-
дом с кластерами. Номера последовательностей и организмы в схлопнутых кластерах приведены в таблице S3 
в приложении.
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После 5-го пересева оптическая плотность OD600 
культуры S. associata GLS2T достигала 0.1 на 11 сут 
культивирования и дальше не возрастала. Слабый 
рост бактерий был обусловлен, по-видимому, ис-
пользованием олигогалактуронидов, присутствую-
щих в коммерческом препарате пектина.

Анализ транспортных систем олигогалактурони-
дов и путей метаболизма уроновых кислот у сферо-
хет с использованием KEGG (https://www.kegg.jp/
kegg/) и сервиса BlastKOALA (https://www.kegg.jp/
blastkoala/) показал, что исследуемые геномы сфе-
рохет имеют необходимые наборы генов для транс-
порта и метаболизма уроновых кислот (табл. S4, S5). 
Причем S. associata, S. globosa, S. halotolerans 4-11Т, 
Sphaerochaeta sp. S2 имели все потенциальные фер-
менты для деградации уроновых кислот, в том чис-
ле ненасыщенных остатков уроновых кислот, обра-
зуемых в результате гидролиза соответствующими 
гидролазами (семейства GH88 и GH105). В гено-
мах S. pleomorpha, S. halotolerans 585, Sphaerochaeta 
sp. PS  и P. coccoides не  было лишь одного белка 
2-дезокси-D-глюконат-дегидрогеназы (KduD), 
работающего на пути превращения ненасыщен-
ных остатков уроновых кислот. Следует отметить, 
что для метаболизма уроновых кислот в  геноме 
S. associata есть дополнительные копии генов, ко-
дирующих алтронат гидролазы (К.Ф. 4.2.1.7), глю-
куронат изомеразы (К.Ф. 5.3.1.12), маннонат деги-
дратазы (К.Ф. 4.2.1.8) (табл. S4). Эти белки имеют 
в качестве ближайших гомологов последовательно-
сти из таксонов Pseudomonadota и Bacillota и были 
получены, по-видимому, в результате горизонталь-
ных переносов соответствующих генов. Анализ ис-
следуемых геномов Sphaerochaetaceae также выявил 
многочисленные потенциальные транспортные си-
стемы АВС типа для разнообразных компонентов 
пектина (табл. S5).

В заключение следует отметить, что в  гено-
мах исследованных Sphaerochaetaceae закодирован 
умеренный по разнообразию набор ферментов де-
градации углеводов, среди которых наиболее пред-
ставлены гены потенциальных α- и β-галактозидаз, 
α- и β-глюкозидаз, α- и β-ксилозидаз, ненасыщен-
ной рамногалактуронил-гидролазы. Представители 
исследованных Sphaerochaetaceae имеют генетиче-
ский потенциал для транспорта и гидролиза оли-
госахаридов разной природы, как растительных, 
например, компонентов пектина, ксиланов, кси-
логлюканов, так и  олигосахаридов микробного 
происхождения метанохондроитина, альгината. 
Спектр закодированных белков деградации угле-
водов в  незначительной степени коррелировал 
со спецификой экологической ниши, из которой 
были выделены эти бактерии. В частности, геном 
S. associatа содержал повышенное число генов, 
продукты которых, вероятно, могут участвовать 
в деградации метанохондроитина, полисахаридно-
го каркаса метаносарцины, из тесной ассоциации 

с которой был изолирован штамм S. associatа. Эти 
микроорганизмы могут представлять интерес для 
дальнейшего исследования как источник новых 
ферментов деградации углеводов. Филогенети-
ческий анализ происхождения потенциальных 
α-галактуронидазы и ненасыщенной рамногалак-
туронил-гидролазы, закодированных в  геномах 
Sphaerochaetaceae, указывает на их приобретение 
от общего предка с Pseudomonadota (GH4) и пред-
ков разного таксономического положения для бел-
ков семейства GH105.
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Comparative Genomics of Carbohydrates Utilization  
in Bacteria of the Family Sphaerochaetaceae: Evolutionary Origin  

of the Genes Encoding Galacturonidase  
and Unsaturated Rhamnogalacturonyl Hydrolase

O. Yu. Troshina1, *, D. G. Naumoff2, V. I. Rechkina1, and V. A. Shcherbakova1
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Abstract. A comparative analysis of carbohydrate degradation proteins encoded in currently available 
genomic sequences of bacteria of the family Sphaerochaetaceae, namely Sphaerochaeta associata 
GLS2T, S. globosa BuddyT, S. pleomorpha GrapesT, S. halotolerans 4-11T, S. halotolerans 585, 
Sphaerochaeta sp. S2, Sphaerochaeta sp. PS and Parasphaerochaeta coccoides SPN1T was carried out. 
The genomes of Sphaerochaeta spp. encode a medium-sized and diverse set of proteins potentially 
involved in the degradation of different classes of carbohydrates, mainly oligosaccharides. All studied 
genomes encode glycoside hydrolases of the GH1, GH2, GH3, GH4, GH13, GH20, GH28, GH36, 
GH43, GH57, GH63, GH77 and GH105 families, as well as carbohydrate esterases of the CE8 and 
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CE9 families. All studied bacteria, with the exception of P. coccoides SPN1T, have many proteins of the 
GH31 family encoded in their genomes. The studied representatives of Sphaerochaetaceae do not 
have genes coding for endo-β-acetylmuramidase (lysozyme) of the GH23 family involved in the 
process of peptidoglycan turnover. However, the genomes of S. associata, S. globosa, Sphaerochaeta 
sp. PS and S. pleomorpha contain the exo-β-acetylmuramidase gene (GH171 family). A significant 
part of the genes encoding carbohydrate degradation enzymes have the closest homologues among 
representatives of  the phyla Bacillota, Bacteroidota, and Pseudomonadota. The genomes of  the 
studied bacteria encode proteins that could potentially be involved in the degradation of pectin. The 
ability of representatives of Sphaerochaetaceae to use pectin for growth, as well as the evolutionary 
origin of genes encoding potential α-galacturonidase (GH4 family) and unsaturated glucuronyl/
rhamnogalacturonyl hydrolase (GH105 family), involved in the degradation of pectin components, 
were studied.

Keywords: Sphaerochaeta, lateral gene transfer, glycoside hydrolase, polysaccharide lyase, CAZy, GH4, GH105, 
α-galacturonidase, unsaturated glucuronyl/rhamnogalacturonyl hydrolase
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Определено разнообразие микробных сообществ донных осадков района нефтепроявления Бол. Зе-
леновская (оз. Байкал) и потенциальная функциональная активность в анаэробных процессах де-
градации нефти. При культивировании микроорганизмов подповерхностного и глубинного осадка 
в накопительных культурах, содержащих нефть и различные акцепторы электронов, в течение од-
ного года при 10°С, концентрация н-алканов снизилась в 1.2–2 раза, ПАУ – в 2.2–2.8 раза. Кон-
версия углеводородов сопровождалась генерацией углеводородных газов (метан, этан). Микробное 
сообщество подповерхностного осадка характеризовалось бо́льшим бактериальным разнообразием, 
чем глубинного, и представлено микроорганизмами, специализирующимися на процессах разложе-
ния широкого спектра субстратов, включая нефтяные углеводороды. В глубинных слоях осадка пре-
обладали Atribacterota, Caldisericota и Bathyarchaeia (Thermoproteota), а также представители “редкой 
биосферы” Elusimicrobiota и Candidatus Hadarchaeota. К числу основных участников деградации нефти 
в донных осадках оз. Байкал могут быть отнесены представители филумов Bacillota, Pseudomonadota, 
Chloroflexota, Actinomycetota, Desulfobacterota, Atribacterota, Halobacteriota и Bathyarchaeia (Thermoproteota).

Ключевые слова: оз. Байкал, донные осадки, анаэробное окисление нефти, микробное сообщество, 
углеводородные газы
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Оз. Байкал – озеро тектонического происхож-
дения в южной части Восточной Сибири, является 
крупнейшим природным резервуаром пресной воды. 
Три пресноводные озера в мире, включая оз. Байкал, 
а также рифтовое глубоководное озеро Танганьика 
и мелководное озеро Чапала, характеризуются при-
родными выходами нефти. На оз. Байкал установле-
ны два района естественных нефтепроявлений; один 
расположен в  устье р. Большая Зеленовская (БЗ) 
и известен с конца XVIII века, второй – у м. Горевой 
Утес (ГУ) (открыт в 2005 г.) (Хлыстов и соавт., 2007).

Естественный выход нефти у устья реки Бол. Зе-
леновская, несмотря на свое более длительное су-
ществование, остается менее изученным в плане 
геологического строения донных отложений и ре-
льефа дна в  сравнении с  нефтепроявлением ГУ. 

Разгрузка нефти в виде всплывающих нефтяных ка-
пель обнаруживается только на водной поверхности 
напротив устья реки Бол. Зеленовская на расстоя-
нии ∼2 км от береговой линии (рис. 1).

Место выхода нефти на  дне долгое время 
не было установлено. Опробование донных осад-
ков, проведенное с целью уточнения места раз-
грузки нефти, выявило следы углеводородов 
в  осадках подводного каньона, который является 
продолжением речной долины (БЗ_К) (рис. 1). 
Скопления нефти и газовых гидратов были уста-
новлены также в верхнем слое донных отложений, 
находящихся в 3.5 км  от берега в  районе устья 
р.  Бол. Зеленовская на  глубине 420 м, которые 
обозначены как холодный нефтегазовый сип “Зе-
ленсип” (Хлыстов и соавт., 2022).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Образцы нефти, собранные как с поверхности 
озера в районе Бол. Зеленовской, так и в верхнем 
слое донных отложений “Зеленсип”, представляют 
собой биодеградированную ароматико-нафтено-
вую нефть (Хлыстов и соавт., 2022). В подводных 
каньонах, как и в осадках холодного нефтегазово-
го сипа, где скопления углеводородов находятся 
длительное время и не поступают на поверхность 
водной толщи, может функционировать микроб-
ное сообщество, деятельность которого обуслов-
ливает высокую степень трансформации нефти 
в анаэробных условиях. В отсутствие кислорода 
нефтяные углеводороды могут окисляться микро-
организмами при использовании в качестве акцеп-
торов электронов HCO3

–, SO4
2–, NO3

– и Fe3+ (Zhang 
et al., 2019). Проведенные ранее исследования пока-
зали, что аэробные углеводородокисляющие микро-
организмы вносят значительный вклад в самоочи-
щение озера от нефтяного “загрязнения” (Павлова 
и соавт., 2012). Вместе с тем, исследования микро-
организмов, участвующих в  деградации нефти 
в анаэробной зоне осадочной толщи озера Байкал, 
находятся на начальном этапе (Pavlova et al., 2022).

Сравнение микробного разнообразия не-
фтяных коллекторов в  разных частях мира по-
казало корреляцию состава прокариотических 
сообществ с  температурой и  глубиной пласта 

и отсутствие влияния географического рассто-
яния между нефтяными резервуарами. Пока-
зано, что основной микробиом включает три 
класса бактерий (Gammaproteobacteria, Clostridia 
и  Bacteroidia) и  класс архей (Methanomicrobia), 
повсеместно распространенных в нефтяных кол-
лекторах (Sierra-Garcia et al., 2017). По резуль-
татам метагеномного анализа известно, что со-
став микробных сообществ и их потенциальная 
функциональная активность меняются в зависи-
мости от физико-химических условий нефтяных 
пластов и степени воздействия при эксплуатации 
нефтяных месторождений (Hidalgo et  al., 2021; 
Gittins et al., 2023). Библиотеки ампликонов гена 
16S рРНК и метагеномные библиотеки микроор-
ганизмов нефтяных резервуаров не содержали об-
щих основных таксонов на уровне вида, рода, се-
мейства или отряда. На уровне высших таксонов 
только представители филумов Pseudomonadota, 
Bacillota и Halobacteriota встречались наиболее ча-
сто (75% от  всех ампликонов гена 16S рРНК) 
в основном микробиоме нефтяных резервуаров 
(Gittins et al., 2023).

Естественные нефтепроявления оз. Байкал 
не  подвергаются антропогенному воздействию. 
Донные осадки оз. Байкал, ассоциированные 
с разгрузкой углеводородов, содержат автохтонное 

Рис. 1. Карта-схема расположения районов нефтепроявлений в оз. Байкал (а); схема района нефтепроявления напро-
тив устья реки Бол. Зеленовская:  – место отбора проб;  – место расположения нефтегазового сипа. Серой линией 
показано направление подводного каньона (б).
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микробное сообщество, в котором ключевые участ-
ники деградации нефти могут быть отличными или 
схожими с микроорганизмами других нефтяных 
экосистем, не подвергшихся воздействию.

Цель исследования – изучить разнообразие и по-
тенциальную функциональную активность микроб-
ного сообщества района нефтепроявления донных 
осадков в устье р. Большая Зеленовская (БЗ) в про-
цессах анаэробного окисления нефти в присутствии 
различных акцепторов электронов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

Отбор проб. Для исследования отобраны два об-
разца донных осадков из керна St.4 GC. 6, полу-
ченного с помощью гравитационной трубы с борта 
НИС “Г.Ю. Верещагин” (∼1.4 км от берега, глуби-
на водной толщи 320 м, Средний Байкал) в 2020 г. 
(рис. 1). Первый интегральный образец (К1) соот-
ветствовал глубине керна 30–50 см, второй (К2) – 
250–270 см.

Получение накопительных культур. Для полу-
чения накопительных культур образцы донных 
осадков асептически отбирали из центральной ча-
сти керна и сразу помещали во флаконы объемом 
116  мл, содержащие 50 мл  стерильной анаэроб-
ной минеральной среды следующего состава (г/л): 
NaCl – 0.25, KCl – 0.1, NH4Cl – 0.1, KH2PO4 – 0.1, 
MgCl2 · 6H2O – 0.2, CaCl2 · 2H2O – 0.1, NaHCO3 – 1, 
Na2S · 9H2O  – 0.5 мМ, резазурин  – 0.001, рас-
твор витаминов – 1 мл, раствор микроэлементов 
по  Пфеннигу (Практикум…, 2005)  – 1 мл. Фла-
коны закрывали резиновыми пробками и  алю-
миниевыми колпачками, продували очищенным 
от  кислорода азотом и  встряхивали 15 мин при 
160–180 об./мин на орбитальном шейкере (OS-20, 
“BioSan”, Рига, Латвия). Полученную суспензию 
с помощью шприца переносили во флаконы с ми-
неральной средой (50 мл) указанного выше соста-
ва, содержащей различные акцепторы электронов: 
H2 : CO2 (80 : 10, об.); Na2SO4 (20 ммоль), газовая 
фаза N2 : CO2 (90 : 10, об.); NaNO3 (2.3 ммоль), га-
зовая фаза N2 (100%, об.). Аморфный оксид Fe(III) 
(10 ммоль), полученный согласно (Slobodkin et al., 
1997), вносили в минеральную среду, не содержа-
щую восстанавливающих агентов, газовая фаза СО2 
(100%, об.). Таким образом, были получены 8 на-
копительных культур (таблица).

В качестве источника углерода использовали 
50  мкл (38 мг, ρ = 760 мкг/мкл) нефти (“Ангар-
ская нефтехимическая компания”, Россия), стери-
лизованной фильтрованием через фильтр-насадку 
(0.2 мкм, Minisart, “Sartorius Stedim”). Эксперимен-
ты проводили в трех повторностях при температуре 
10°C в темноте без перемешивания. В качестве от-
рицательного контроля использовали стерильную 
среду с нефтью без добавления проб осадков.

Аналитические методы. Газообразные углеводо-
роды в  экспериментальных флаконах и  донных 
осадках определяли модифицированным мето-
дом фазово-равновесной дегазации; погрешность 
определения концентрации метана составляла ±5% 
(Большаков, Егоров, 1987). Содержание полицикли-
ческих ароматических углеводородов и н-алканов 
в модельных экспериментах определяли согласно 
(Pavlova et al., 2022). Химический состав поровых 
вод донных отложений определяли, как описано 
ранее (Pogodaeva et al., 2017). Исследования про-
ведены на базе приборного центра коллективного 
пользования физико-химического ультрамикро- 
анализа ЛИН СО РАН (ЦКП “Ультрамикроанализ”).

Выделение ДНК, амплификация и  секвениро-
вание гена 16S рРНК. Выделение ДНК, ампли-
фикацию, секвенирование и  биоинформатиче-
ский анализ проводили согласно (Lomakina et al., 
2023). Полученные препараты ДНК использовали 
для амплификации V2−V3 участка гена 16S рРНК 
бактерий с использованием праймеров 16S_BV2f 
(50-AGTGGCGGACGGGTGAGTAA-30) и 16S_
BV3r (50-CCGCGGCTGCTGGCAC-30) (Sahm 
et al., 2013) и V5−V6 участка гена 16S рРНК ар-
хей с  использованием праймеров Arch-0787f 
(50-ATTAGATACCCSBGTAGTCC-30) и  Arch-
1059r (50-GCCATGCACCWCCTCT-30) (Yu et al., 
2005). Библиотеки секвенировали с  использо-
ванием стандартного набора Illumina MiSeq v.3 
(“Illumina”) в ЦКП “Геномные технологии, про-
теомика и  клеточная биология“ ФГБНУ ВНИ-
ИСХМ. Таксономия приведена согласно геном-
ной базе GDTB (https://gtdb.ecogenomic.org/). 
Уровень покрытия для всех библиотек фрагментов 
гена 16S рРНК был почти максимальным (от 98.08 
до 99.9%), что подтверждалось низкими значени-
ями индекса Chao1, и свидетельствовало о пол-
ной репрезентативности библиотек (табл. S1). 
Полученные нуклеотидные последовательности 
доступны в базе данных NCBI в рамках проекта 
PRJNA1056780.

Таблица. Условные обозначения полученных накопительных культур

Глубина отбора проб донных осадков/
условное обозначение

Акцептор электронов
H2 : СO2 SO4

2– NO3
– Fe3+

St.4 GC.6, 30–50 см/К1 К1_HCO3 К1_SO4 К1_NO3 К1_Fe
St.4 GC.6, 250–270 см/К2 К2_HCO3 К2_SO4 К2_NO3 К2_Fe
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Для сравнения разнообразия сообществ донных 
осадков и накопительных культур на уровне филу-
ма и рода построены пузырьковые диаграммы для 
операционных таксономических единиц с относи-
тельной численностью ≥1% хотя бы в одной библио-
теке с использованием программных пакетов ggplot2 
и reshape2 для языка R (R Core Team, 2022) в сре-
де Rstudio (https://www.R-project.org/). Программа 
iVikodak позволяет на основании таксономического 
состава исследуемых бактериальных сообществ пред-
сказывать их функциональные характеристики, ис-
пользуя геномные базы данных. С использованием 
базы данных KEGG (Kanehisa, Goto, 2000) с помо-
щью PICRUSt2 алгоритма (Douglas et al., 2020) был 
выполнен поиск ближайшего гомологичного анноти-
рованного референсного генома для каждой ОТЕ0.03. 
Визуализация полученных результатов в виде тепло-
вой карты выполнена с использованием программ-
ных пакетов сluster, vegan и pheatmap в R. Все ресур-
соемкие операции выполнены с  использованием 
высокопроизводительного кластера “Академик В.М. 
Матросов“ Центра коллективного пользования “Ир-
кутский суперкомпьютерный центр СО РАН”.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Литолого-химическая характеристика донных  
осадков. Донные осадки керна St.4 GC.6 

представлены восстановленными с  поверхности 
глинами с Eh –146…–216 мВ. Окисленный слой от-
сутствовал. На глубине 50 и 250 см присутствовали 
песчаные прослои со следами нефти. Осадки харак-
теризовались низкой газонасыщенностью, концен-
трация метана составляла 0.08 мг/л осадка на глуби-
не 10 см и 5.2–9.4 мг/л осадка на глубине 50–250 см. 
Гомологи метана в газе в глубинных слоях осадка 
представлены этаном в следовых количествах.

Поровые воды отложений у поверхности пре-
сные гидрокарбонатно-кальциевые первого типа 
меняются с  глубиной на  пресные гидрокарбо-
натно-натриевые первого типа. Минерализация 
у  поверхности осадка (105 мг/л) схожа с  фоно-
вой в Среднем Байкале (90–180 мг/л) (Pogodaeva 
et al., 2017). С глубиной она аномально нарастает 
на порядок (до 1030 мг/л на 250 см). Концентра-
ция ионов гидрокарбоната увеличивается с глуби-
ной от 73 мг/л, достигая максимальных значений 
700 мг/л на глубине 250 см. Концентрация ионов 
хлора увеличивается от 0.6 до 86 мг/л на глубине 
270 см (рис. S1а). Нитрат-ионы варьируют от 0.2 
до 0.6 мг/л по  всему профилю керна. Наиболь-
шая концентрация сульфатов выявлена в поверх-
ностном осадке (6.6 мг/л); по глубине керна она 
снижалась от 0.9 до 0.3 мг/л. Исследуемые осадки 
обогащены ионами Mn(II) и Fe(II), максимальные 
концентрации которых отмечены на глубине 50 см 
(1.3 и 6.7 мг/л соответственно) (рис. S1б).

Рис. 2. Убыль н-алканов (а, б) и ПАУ (в, г) в накопительных культурах, содержащих подповерхностные и глубинные 
осадки, обогащенные гидрокарбонат-, сульфат-, нитрат- ионами и Fe(III).
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Деградация углеводородов в  условиях экспе-
римента. Накопительные культуры, полученные 
на  средах с  разными акцепторами электронов 
и нефтью, в течение одного года показали раз-
личную степень конверсии н-алканов и  ПАУ 
(рис. 2).

В культурах, полученных путем заражения сред 
подповерхностным осадком K1, наибольшая убыль 
н-алканов (32–36%) отмечена в среде с нитратом 
и H2:СO2 в газовой фазе. В этих культурах содержа-
ние Σалк в нефти снизилось до 3.3–3.5 мг в сравне-
нии с контролем (5.2 мг). В сульфатредуцирующей 
(К1_SO4) и железоредуцирующей культуре (К1_Fe) 
содержание алкановой фракции уменьшилось на 
17–20%. В культурах из  глубинного осадка (K2) 
максимальная конверсия н-алканов (48%) отмече-
на в среде с Fe3+. В присутствии других акцепторов 
электронов ( HCO3

–, SO4
2–, NO3

–) биодеградация 
н-алканов составляла 27–29% (рис. 2а, 2б).

Деградация ПАУ (55–65%) была сопоставима 
в накопительных культурах K1 и K2 (рис. 2в, 2г). 
Наибольшая конверсия полициклических арома-
тических углеводородов (64–65%) зафиксирова-
на в культурах К1_NO3 и К2_HCO3, где отмечено 
снижение ΣПАУ с 0.4 мг в контроле до 0.14–0.15 мг 
в  эксперименте. Среди индивидуальных поли-
циклических углеводородов наибольшая степень 
конверсии (55–79%) отмечена для нафталина, 
1-метилнафталина, 2-метилнафталина, флуорена, 
антрацена, бензо[а]антрацена, бензо[b]флуоре-
на, бензо[k]флуорена, бензо[а]пирена и бензо[ghi]
перилена в культурах K1 и K2, вне зависимости 
от присутствующих в среде акцепторов электронов. 
Наименьшей деградации (1–14%) подверглись 1-ме-
тилфенантрен, 9-метилфенантрен, пирен и бензо[е]
пирен в накопительных культурах K1. Добавление 
нитрат-иона увеличивало степень конверсии до 25%. 
В культурах K2 деградация этих соединений соста-
вила 12–29%.

В накопительной культуре К1_HCO3 выявле-
но образование метана. Концентрация метана 

в начале эксперимента составляла 0.04 мг/л осад-
ка. Через двенадцать месяцев культивирования 
содержание метана увеличилось до 37.9 мг/л. 
К концу эксперимента концентрация CH4 состав-
ляла 27.2 мг/л (рис. 3а). В накопительных куль-
турах К2_HCO3 концентрация метана в течение 
всего эксперимента оставалась практически не-
изменной (0.02–0.05 мг/л осадка), что свидетель-
ствует об отсутствии метаногенеза (рис. 3б).

Образование этана выявлено в накопительных 
культурах как с подповерхностным, так и с глубин-
ным осадком (рис. 3). В культуре К1_HCO3 через 
6 мес. культивирования концентрация С2Н6 увели-
чилась в 7 раз в сравнении с исходной (0.002 мг/л 
осадка) и  составила 0.014 мг/л осадка. К  кон-
цу эксперимента содержание этана снизилось до 
0.003  мг/л. В  культуре К2_HCO3 концентрация 
этана увеличилась в 2 раза. Максимальное его со-
держание (0.02 мг/л осадка) зафиксировано по ис-
течении 6 мес. от начала эксперимента. К концу 
эксперимента концентрация этана в накопитель-
ных культурах К1_HCO3 и К2_HCO3 составляла 
0.003–0.01 мг/л осадка соответственно.

Филогенетическое разнообразие микробного сооб-
щества подповерхностного осадка и накопительных 
культур К1. В составе микробного сообществ дон-
ного осадка с глубины 30–50 см были обнаружены 
представители 41 филума домена Bacteria и 10 фи-
лумов домена Archaea, среди которых только 17 
и  6  филумов, соответственно, включали более 
1% последовательностей в  составе библиотек. 
В сообществе доминировали бактерии филумов 
Chloroflexota, Pseudomonadota, Actinomycetota, Ni-
trospirota, Acidobacteriota, Bacteroidota и Desulfobac-
terota (рис. 4а).

Культивирование подповерхностного осад-
ка в  присутствии разных акцепторов электро-
нов привело к  увеличению доли представите-
лей некоторых таксонов, в  частности, Bacillota 
и Pseudomonadota (рис. 4а). В контрольном осад-
ке доля представителей Bacillota составляла 0.3% 

Рис. 3. Динамика образования метана и этана в накопительных культурах, содержащих подповерхностные (а) и глу-
бинные (б) осадки, обогащенных гидрокарбонат-ионом.
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от всех последовательностей гена 16S рРНК, фи-
лум представлен не идентифицированными рода-
ми семейства Clostridiaceae. В культуре К1_HCO3 
доля Bacillota увеличивалась до 15.3%. Доминиру-
ющее положение в ней занимали представители 
родов Desulfosporosinus (2.5%), Gracilibacter (1%), 
Ruminiclostridium (1.4%) и неидентифицированные 
Clostridia (4.4%) (рис. 4б). В культуре К1_SO4 доля 
бактерий рода Desulfosporosinus возрастала до 5.8% 
в сравнении с К1_HCO3. В числе доминирующих 
ОТЕ выявлены последовательности бактерий родов 
Anaerosolibacter (3.6%), Alkaliphilus (3%), Lutispora 
(2.4%), неклассифицируемых бактерий семейства 
Lachnospiraceae (2.2%) и  SRB2 (2%). В  культуре 
К1_Fe доля Bacillota составляла 51.5% и  была са-
мой бо́льшей в сравнении с другими культурами K1. 
Наряду с  последовательностями Anaerosolibacter 
и Desulfosporosinus выявлены последовательности 
бродильных бактерий рода Tissierella и  неиден-
тифицированных Lachnospiracea. Бактерии рода 
Anaerosolibacter способны осуществлять анаэроб-
ное дыхание, восстанавливая трехвалентное желе-
зо, сульфат, тиосульфат и элементную серу за счет 
окисления органических соединений (Hong et al., 

2015). Сульфатвосстанавливающие бактерии рода 
Desulfosporosinus используют углеводы, короткоце-
почечные жирные кислоты и ароматические сое-
динения, способны расти хемолитотрофно, окис-
ляя водород (Spring, Rosenzweig, 2006). Бактерии 
родов Gracilibacter, Ruminiclostridium, Alkaliphilus 
и Lutispora характеризуются как строго анаэробные 
хемоорганотрофные термотолерантные микроорга-
низмы. В культуре К1_NO3 основную долю (19.5%) 
составляли последовательности строго анаэробных 
хемоорганотрофных бактерий рода Vulcanibacillus, 
использующих нитрат в качестве единственного 
акцептора электронов (L’Haridon et al., 2006).

Филум Pseudomonadota в контрольном осадке К1 
был представлен неидентифицированными пред-
ставителями класса Gammaproteobacteria и семейств 
Methylomonadaceae и Steroidobacteraceae. Культиви-
рование осадка К1 с H2 : СO2 в газовой фазе приве-
ло к увеличению содержания сероокисляющих бак-
терий родов Sulfuricella, Sulfuriferula и ANPR. В базе 
данных рРНК SILVA последовательности, связан-
ные с  Allorhizobium, Neorhizobium, Pararhizobium 
и Rhizobium, помещены в отдельный род ANPR 
в пределах семейства Rhizobiaceae. Бактерии этого 

Рис. 4. Относительная доля последовательностей фрагментов гена 16S рРНК Bacteria, представленных на уровне 
филумов (а) и родов (б) в библиотеках из донных осадков и накопительных культур. Перечислены таксоны, состав-
ляющие >1% хотя бы в одной из библиотек.
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семейства характеризуются как хемоорганогете-
ротрофы, способные к биодеградации нефтяных 
углеводородов в почве (Wang et al., 2021). В нако-
пительной культуре К1_NO3 доля Pseudomonadota 
составляла 56%. Наиболее многочисленная ОТЕ 
(54%) отнесена к роду Thiobacillus и имела 97.2% 
сходства с  геном 16S рРНК хемолитотрофной 
бактерии Thiobacillus denitrificans, сочетающей 
окисление соединений серы с денитрификацией 
(Robertson, Kuenen, 2006).

Филумы Acidobacteriota, Actinomycetota, Atribacte-
rota, Chloroflexota, Nitrospirota и Desulfobacterota, как 
в контрольном осадке, так и накопительных куль-
турах, были представлены одними и теми же ро-
дами бактерий. Наблюдались количественные 
изменения в составе доминирующих родов в на-
копительных культурах. Филум Acidobacteriota со-
стоял из неидентифицированных представителей 
семейства Acidobacteriaceae и анаэробных, хемоор-
ганогетеротрофных бактерий порядка Candidatus 
Aminicenantales (OP8), которые в настоящее время 
отнесены к Candidatus Aminicenantota (Oren, Goker, 
2023). Последовательности Ca. Aminicenantota наи-
более часто выявляются при анализе обогащенных 
углеводородами биотопов, включающих нефтяные 
резервуары, глубоководные морские гидротермаль-
ные экосистемы и др. (Kadnikov et al., 2019). ОТЕ 
из филума Actinomycetota в основном принадлежа-
ли бактериям группы OPB41 и  хемоорганотроф-
ным бактериям рода Gaiella. Представители рода 
Pseudarthrobacter (Actinomycetota) выявлены только 
в культуре К1_HCO3. Филотипы OPB41 были обна-
ружены в нефтеносных, осадочных и подповерх-
ностных средах. Культивируемые представители 
группы OPB41 являются анаэробными литотрофа-
ми, фиксирующими CO2 через восстановительный 
глициновый путь и использующими тиосульфат, 
элементную серу, либо Fe(III) в качестве акцеп-
торов электронов (Khomyakova et al., 2022). Для 
психрофильных бактерий рода Pseudarthrobacter 
показана способность к биодеградации фенолов 
и других ПАУ (Asimakoula et al., 2023).

Филум Chloroflexota состоял из неклассифици-
руемых представителей семейств Anaerolineaceae 
и Dehalococcoidaceae. Микроорганизмы, отнесенные 
к этим семействам, обнаружены в широком диапа-
зоне анаэробных сред обитания, включая донные 
отложения, горячие источники, анаэробные реак-
торы, экотопы, загрязненные углеводородами, где 
они способны осуществлять синтрофное окисле-
ние углеводородов (Anaerolineaceae) с образовани-
ем метана при участии метаногенных архей или 
восстановительное дехлорирование хлорирован-
ных углеводородов и галогенорганическое дыха-
ние (Dehalococcoidia) (Liang et al., 2015; Loffler et al., 
2015). Филум Bacteroidota представлен семейством 
VadinHA17, протеолитическими бактериями, фер-
ментирующими углеводы с образованием летучих 

жирных кислот (Kampmann et al., 2012). ОТЕ, от-
несенные к филуму Desulfobacterota, принадлежали 
анаэробным бактериям, окисляющим органиче-
ские субстраты (Syntrophaceae, Syntrophobacteraceae) 
или ацетат (Desulfobacca) в процессе синтрофного 
роста с метаногенными археями. Нуклеотидные 
последовательности бактерий филума Nitrospirota 
составляли от 1 до 11% в анализируемых библио-
теках образца К1 и принадлежали неклассифици-
рованным бактериям класса Thermodesulfovibrionia, 
известным способностью восстанавливать сульфат 
до сульфида за счет окисления органических суб-
стратов или водорода (Umezawa et al., 2021).

Архейная компонента контрольного осадка К1 
была представлена филумами Halobacteriota, Meth-
anobacteriota, Thermoproteota, Thermoplasmatota, Na-
noarchaeota и Ca. Hadarchaeota (рис. 5а).

Доминирующее положение в контрольном осад-
ке и в накопительных культурах К1_SO4, К1_NO3 
и К1_Fe занимали гидрогенотрофные археи рода 
Methanoregula (Halobacteriota), где они составляли 
от 37.8 до 51.7% от состава сообщества, за исклю-
чением К1_HCO3 (3.9%) (рис. 5б). Культивиро-
вание осадка К1 с H2:СO2 в газовой фазе приве-
ло к увеличению доли гидрогенотрофных архей 
родов Methanobacterium (Methanobacteriota, ранее 
Euryarchaeota) (20.1%), Methanosphaerula (64.7%) 
и Methanocella (2.3%) (Halobacteriota) в сравнении 
с контрольным осадком (до 0.2%). В накопитель-
ных культурах К1_SO4, К1_NO3 и К1_Fe их доля 
не превышала 0.3–1.1%. В К1_SO4 и К1_NO3 фи-
лум Halobacteriota был представлен ацетокласти-
ческими археями рода Methanothrix (7.0–9.5%), 
метанол, моно-, ди- и триметиламин-использу-
ющими археями рода Methanomethylovorans (1.3–
3.8%) и археями рода Methanosarcina (0.4–1.4%), 
осуществляющими все известные пути метано-
генеза. Среди ОТЕ, отнесенных к филуму Halo-
bacteriota, также выявлены последовательности, 
принадлежащие Ca. Methanoperedens – археям, 
осуществляющих анаэробное окисление метана 
(АОМ) в сочетании с восстановлением нитратов, 
железа и марганца (Haroon et al., 2013; Cai et al., 
2018; Leu et al., 2020). Их представленность была 
наибольшей в накопительной культуре К1_Fe – 
5.2%, наименьшей в К1_HCO3 – 0.2%.

Филум Thermoproteota (ранее Crenarchaeota) 
представлен классами Bathyarchaeia, Nitrososphaeria 
(род Nitrosopumilus) и неклассифицируемыми пред-
ставителями класса Thermoprotei. Наибольшая доля 
Bathyarchaeia выявлена в культуре К1_Fe – 32.7%, 
наименьшая в К1_HCO3 – 2.8%. В контрольном 
осадке, К1_SO4 и К1_NO3 их доля варьировала от 
17.1 до 21.9%. На основе анализа геномов, космо-
политным археям Bathyarchaeia предсказана спо-
собность осуществлять ацетогенез, метаногенез 
и брожение (Zhou et al., 2018; Hou et al., 2023). Ана-
лиз фенотипических и геномных свойств первого 
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культивируемого штамма M17CTs, отнесенного 
к  Candidatus Bathyarchaeum tardum gen. nov., sp. 
nov., показал его способность к  использованию 
сложных белковых субстратов и метоксилирован-
ных ароматических соединений (Khomyakova et al., 
2023). В накопительных культурах К1_SO4 и К1_
NO3 выявлена наибольшая доля (5.5–5.9%) по-
следовательностей архей рода Nitrosopumilus, окис-
ляющих аммиак и осуществляющих автотрофную 
фиксацию углерода через 3-гидроксипропионат/4-
гидроксибутиратный путь (Liu et al., 2021).

Филум Thermoplasmatotа был представлен ар-
хеями рода Methanomassiliicoccus и Marine Benthic 
Group D (MBG-D), восстанавливающих мета-
нол и окисляющих водород, характеризующихся 
как космополиты донных осадков, со специфи-
ческим миксотрофным метаболизмом, включа-
ющим гетеротрофию и  автотрофную фиксацию 
CO2 (Zhou et al., 2019). Наибольшая доля Methano-
massiliicoccus выявлена в К1 (9.4%), К1_SO4 (3.5%) 
и К1_Fe (6.7%); MBG-D – в К1_SO4 (2.9%). Фи-
лум Nanoarchaeota состоял, в основном, из ОТЕ, 
отнесенных к семействам GW2011_GWC1_47_15 
и Woesearchaeales – археям, выявленным в различных 

средах обитания, среди которых нефтяные резервуа-
ры и серные источники. Эти археи являются частью 
консорциума с бактериями, где бактерии участвуют 
в круговороте углерода, а археи – в фиксации азо-
та, денитрификации и  восстановлении сульфата 
в анаэробных условиях (Liu et al., 2021; Köhler et al., 
2023). Их наибольшая доля выявлена в К1 (6.4%), 
наименьшая – в К1_HCO3 – 0.4%.

Филогенетическое разнообразие микробного со-
общества глубинного осадка и накопительных куль-
тур К2. В составе микробного сообществ донного 
осадка с глубины керна 250 см обнаружены пред-
ставители 27 филумов домена Bacteria и 10 филу-
мов домена Archaea. Последовательности архей, 
составляющие более 1% в  составе библиотек, 
выявлены в 11 высших таксонах домена Bacteria 
и 5 филумах Archaea (рис. 4, 5). Доминирующее 
положение занимали представители филумов 
Atribacterota (41.5%) и Chloroflexota (32%). Около 
2.2–3.6% последовательностей принадлежало 
представителям Actinomycetota, Acidobacteriota, 
Caldisericota, Bacteroidota и  Pseudomonadota. 
Доля Elusimicrobiota, Spirochaetota, Sva0485 и не-
классифицируемых Bacteria не превышала 1.6%. 

Рис. 5. Относительная доля последовательностей фрагментов гена 16S рРНК Achaea, представленных на уровне 
филумов (а) и родов (б) в библиотеках из донных осадков и накопительных культур. Перечислены таксоны, со-
ставляющие >1% хотя бы в одной из библиотек.
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Архейная компонента представлена филумами 
Thermoproteota, Halobacteriota, Thermoplasmatota, 
Nanoarchaeota и   Ca. Hadarchaeota. Филум 
Thermoproteota представлен классом Bathyarchaeia 
(44%) и неклассифицируемыми представителями 
класса Thermoprotei (12%); филум Halobacteriota – 
родом Methanoregula (13%), Ca. Methanoperedens 
(3.3%) и  родом Methanosaeta (2%); филум 
Thermoplasmatota  – неидентифицированными 
Methanomassiliicoccaceae (8%) и  MBG-D (1.3%). 
Последовательности филума Ca. Hadarchaeota 
составляли 2.8–4.3% от общего числа последова-
тельностей в каждой из библиотек К2, в сравне-
нии с библиотеками из образцов К1, где доля этих 
архей не превышала 0.8%.

Несмотря на различные условия культивиро-
вания, накопительные культуры К2, содержащие 
сульфат- и нитрат-ионы, не отличались значи-
тельно по составу бактерий, варьировало соот-
ношение микроорганизмов различных таксоно-
мических групп. Общими для этих накопитель-
ных культур были последовательности бактерий 
порядка Aminicenantales (Acidobacteriota), группы 
WCHB1-81 (Actinomycetota) и  рода Caldisericum 
(Caldisericota). В трех накопительных культурах 
(К2_HCO3, К2_SO4, К2_NO3) присутствовали 
Atribacterota (3.1–32%); неидентифицированные 
представители филума Chlorof lexota, семейств 
Dehalococcoidiacea и Anaerolineaceae (1.65–13.5%) 
и  филума Bacillota, род Herbinix (6.2–27.4%). 
Представители группы OPB41 (Actinomycetota) 
и  рода Fonticella (Bacillota) выявлены только 
в культуре К2_HCO3, а неклассифицируемые бак-
терии семейства Clostridiaceae, рода Gracilibacter 
и  группы SRB_2  – только в  культурах К2_SO4 
и  К2_Fe. Последовательности бактерий родов 
Desulfosporosinus (2.8–74.5%) и  Lutispora (1.8–
2.3%), обнаружены в  библиотеках накопитель-
ных культур К2_SO4 и К2_HCO3. В накопитель-
ных культурах, содержащих железо, доминирую
щее положение занимали представители родов 
Gracilibacter, Lachnoclostridium и неклассифици-
рованные Lachnospiraceae. Как и в случае с бакте-
риальной компонентой, культивирование осадка 
К2 в  присутствии различных акцепторов элек-
тронов незначительно повлияло на состав архей 
в накопительных культурах в сравнении с при-
родным осадком. Варьировала доля представителей 
различных таксонов. Доминирующее положение 
в библиотеках всех четырех накопительных культур 
занимали последовательности представителей клас-
са Bathyarchaeia, которые составляли 48.5–67.7% 
от общего количества прочтений в каждой библи-
отеке. Филум Thermoproteota также был представлен 
неклассифицируемыми представителями класса 
Thermoprotei (8–12.4%). Метаногенные археи были 
представлены родами Methanoregula, Methanosae-
ta, Methanomassiliicoccus и неклассифицируемыми 

представителями семейства Methanomicrobiaceae. 
Последовательности Woesearchaeales и MBG-D со-
ставляли 0.62–1.4% в K2 библиотеках.

Анализ потенциальных функциональных харак-
теристик микробных сообществ с использованием 
базы данных KEGG (рис. S2) показал, что, бак-
терии, входящие в сообщество подповерхностно-
го донного осадка K1, обладали потенциальной 
способностью осуществлять основные пути ме-
таболизма углеводов, липидов и энергетического 
метаболизма, а также деградацию бифенола, сте-
роидов, толуола, этилбензола и  аминобензоата. 
Изменение условий, в частности, культивирование 
микробного сообщества в присутствии H2 : CO2, 
привело к экспрессии генов, участвующих в мета-
болизме серы и азота, а также ответственных за де-
градацию ПАУ, ксенобиотиков, стирола, солей 
бензойной кислоты, нафталина и хлорированных 
углеводородов, в дополнение к функциональным 
характеристикам, приведенным выше. У архей, вхо-
дящих в исследуемые сообщества, предсказано на-
личие ферментов метаболизма метана, фиксации 
углерода, цикла азота и серы, деградации стера-
нов, ксилола, ксенобиотиков, толуола, хлоралка-
нов, нафталина, хлорциклогексана, хлорбензола 
и фторбензоата. Бактерии из глубинного осадка 
К2 характеризовались, в основном, присутствием 
генов “домашнего хозяйства” и отсутствием потен-
циальной способности деградировать углеводоро-
ды. Для архей предсказаны функции деградации 
бензоата, этилбензола, бутирата. Потенциальная 
способность осуществлять деградацию ксилола, 
диоксинов, хлоралканов, хлоралкенов и нитро-
толуола выявлена у  бактерий, культивируемых 
в присутствии H2 : CO2 (рис. S2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Состав нефти в водной толще и донных осадках 
исследуемого района указывает на ее биотранс-
формацию и может быть обусловлен деятельно-
стью микробных сообществ. Об этом свидетель-
ствуют результаты культуральных исследований, 
показавших биодеградацию компонентов нефти 
35% (для н-алканов) и 65% (для ПАУ) анаэроб-
ными углеводородокисляющими сообществами, 
а также молекулярно-экологический анализ фи-
логенетического и функционального разнообра-
зия микробных сообществ. В подповерхностном 
осадке К1 доминирующее положение занимали 
микроорганизмы, способные хемогетеротрофно 
использовать различные соединения посредством 
аэробного и анаэробного дыхания (Actinomycetota, 
Acidobacteriota, Nitrospirota, Sva0485, MBNT15), 
анаэробно окислять метан (Methylomonadaceae, Ca. 
Methanoperedens), а  также синтрофно окислять 
углеводороды нефти (бактерии филумов Bacillota, 
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Chloroflexiota, Desulfobacterota, Bacteroidota и  ар-
хеи Halobacteriota и Methanobacteriota). Культиви-
рование подповерхностного осадка в различных 
условиях приводило к  увеличению доли бакте-
рий некоторых таксонов, в  частности, Bacillota, 
Pseudomonadota и Actinomycetota в составе накопи-
тельных культур. Исследуемый керн К1 имел по-
вышенную минерализацию за счет гидрокарбонат-, 
сульфат-, нитрат-ионов и ионов хлора (рис. S1). 
Компонентный состав поровых вод исследуемого 
керна, вероятно, нивелировал действие добавлен-
ных акцепторов электронов в накопительные куль-
туры, что выражалось в доминировании микро-
организмов, сочетающих окисление соединений 
серы с денитрификацией (Thiobacillus denitrificans) 
в культурах, содержащих нитрат-ион, или доминиро-
вание восстанавливающих соединения азота микро-
организмов в культурах, содержащих сульфат-ион 
или железо. Об этом свидетельствует обнаружение 
Ca. Methanoperedens – архей, первоначально опи-
санных, как анаэробно окисляющие метан в сочета-
нии с восстановлением нитрата (Haroon et al., 2013). 
В настоящее время показано, что в геномах этих ар-
хей присутствуют гены, кодирующие путь “обратно-
го метаногенеза”, мультигемовые цитохромы C-типа, 
которые, как предполагается, способствуют дисси-
миляционному восстановлению Fe(III), а также гены 
для окисления водорода и восстановления сульфата 
при синтрофном взаимодействии с Desulfobacterota 
(Cai et al., 2018; Bell et al., 2022).

Несмотря на то, что бактерии глубинного осад-
ка К2 характеризовались отсутствием потенци-
альной способности деградировать углеводоро-
ды, сырая нефть, добавленная в накопительные 
культуры, подвергалась биодеградации, о  чем 
свидетельствует убыль н-алканов и ПАУ. Значи-
мое влияние на биодеградацию н-алканов имело 
только добавление Fe3+. В накопительных куль-
турах, содержащих H2 : CO2, SO4

2– и NO3
–, степень 

конверсии н-алканов была одинаковой, так же как 
и  состав микробных сообществ, отличающийся 
незначительным варьированием процентного со-
держания микроорганизмов различных система-
тических групп. В  глубинном осадке конверсия 
углеводородов, вероятно, может проходить при 
участии представителей филумов Bacillota, Atribac-
terota, Chloroflexota и  класса Bathyarchaeia (Ther-
moproteota). В настоящее время, на  основе мета-
болической реконструкции геномов Atribacterota 
и Bathyarchaeia показано, что микроорганизмы мо-
гут осуществлять не только ферментацию углево-
дов, но и окислять короткоцепочечные н-алканы 
и ароматические соединения до жирных кислот, 
которые затем потребляются вторичными де-
структорами. Окисление н-алканов происходит 
путем гидроксилирования, добавления фумара-
та к углеводородам, а также деградации анаэроб-
ных ароматических соединений с использованием 

бензоил-КоА-редуктазы I класса (Dong et al., 2019; 
Liu et al., 2019; Zhang et al., 2021). В библиотеках 
генов 16S рРНК из образца К2 в значимых коли-
чествах (1.8–4.3%), выявлены последовательно-
сти представителей филумов Elusimicrobiota и Ca. 
Hadarchaeota, которые обычно составляют менее 
1% в составе микробных сообществ и являются 
представителями “редкой биосферы” или “ми-
кробной темной материи” (Pascoal et al., 2021). 
На основании реконструкции геномов этих про-
кариот показано, что бактерии обладают фермен-
тативным метаболизмом, магнитотаксисом и уча-
ствуют в круговороте железа и серы, в то время 
как археи являются автотрофами, способными 
осуществлять фиксацию углерода через восстано-
вительный ацетил-КоА путь, метаногенез и мета-
болизм алканов (Hua et al., 2019; Wang et al., 2019; 
Uzun et al., 2023). Термофильные облигатные ана-
эробные гетеротрофы филума Caldisericota, вос-
станавливающие соединения серы, также входи-
ли в число доминирующих таксонов в глубинных 
осадках. В настоящее время последовательности 
бактерий этого филума выявляются при анализе 
гидротермальных экосистем, водоносных гори-
зонтов, загрязненных углеводородами, содовых 
озер, биореакторов и т.д. (Mori et al., 2009).

Биодеградация нефти накопительными культу-
рами сопровождалась образованием метана в зна-
чимых количествах (37.9 мг/л CH4 = 2.37 ммоль/л 
CH4 = 54 мл/л CH4), что было сравнимо с диапазо-
ном концентрации метана в донных осадках оз. Бай-
кал (от нескольких мкл/л до 20 мл/л) (Pogodaeva 
et al., 2017). Образование метана при биодеградации 
нефти показано во многих нефтяных резервуарах 
(Bonch-Osmolovskaya et al., 2003; Назина и соавт., 
2006; Jones et al., 2008). Расширение геохимической 
базы данных о газах и нефтях из неглубоких нефтя-
ных скоплений и естественных нефтепроявлений 
привело к признанию того, что газы, ранее считав-
шиеся имеющими первичное микробное происхож-
дение, на самом деле образовались из нефти в ходе 
вторичного метаногенеза (Milkov, 2011).

Схожие процессы образования углеводородных 
газов происходят и в донных осадках озера Байкал, 
где в настоящее время установлено более 60 участ-
ков, содержащих газогидраты, расположенных 
в южной и центральной котловине озера (Khlystov 
et al., 2022). Газ, образующийся в донных осадках 
озера Байкал, на основе характеристик молекуляр-
ного и изотопного состава, отнесен к трем основ-
ным типам: термогенный газ, образуемый из сы-
рой нефти, в некоторых случаях сопровождаемый 
вторичным микробным газом; термогенный газ, 
поднимающийся из  глубоких осадочных слоев 
через разломы, смешанный с микробным газом 
в  неглубоких слоях; микробный газ, образовав-
шийся в неглубоких осадочных слоях. Из 60 участ-
ков в  21  выявлены газогидраты, содержащие 
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микробный этан (Hachikubo et al., 2023). На эмпи-
рической диаграмме, основанной на классифика-
ции Милкова и Этиопа (Milkov, Etiope, 2018), газ 
из района Бол. Зеленовская имеет δ13С С1…− 45‰ 
и δ2H С1 − 308‰ и находится за пределами термо-
генной зоны с соотношением C1/(C2 + C3) равным 
274 и небольшим содержанием C2 и C3, что указы-
вает на влияние вторичного микробного газа, кото-
рый образуется при анаэробной биодеградации бо-
лее тяжелых углеводородов (Hachikubo et al., 2023).

Образование углеводородных газов в экспери-
ментальных условиях установлено не только для 
осадков из  районов нефтепроявлений (Pavlova 
et al., 2022). В накопительных культурах, содер-
жащих микробное сообщество донных осадков 
метанового сипа Посольская Банка (Средний 
Байкал), доля образовавшегося этана в пересчете 
на углеводородные газы составляла от 1.5 до 26.8% 
(Павлова и соавт., 2014). Экспериментально дока-
зано образование вторично-микробного газа при 
разложении углей Танхойской свиты олигоцен-
плиоценового возраста, находящихся вдоль юж-
ного берега озера Байкал и погружающихся под 
его Южную котловину, в которой обнаружено не-
сколько зон разгрузки углеводородных флюидов 
(Крылов и соавт., 2023).

Таким образом, микробное сообщество дон-
ных осадков, функционирующее в анаэробных 
условиях в длительно существующем районе не-
фтепроявления Бол. Зеленовская, является важ-
ным звеном в  процессах самоочищения озера 
от  нефтяного “загрязнения”. Микробное сооб-
щество донных осадков представлено бактериями 
и археями, специализирующимися на процессах 
разложения широкого спектра субстратов, вклю-
чая углеводы, пептиды, жирные кислоты и нефтя-
ные углеводороды. В числе основных участников 
деградации нефти в донных осадках оз. Байкал 
могут быть синтрофно окисляющие углеводоро-
ды нефти бактерии (Bacillota, Gammaproteobacteria, 
Chloroflexota, Actinomyceota, Desulfobacterota) и археи 
(Halobacteriota, Bathyarchaeia), входящие в “ядро 
углеводородокисляющего микробиома”, сходное 
по  составу с  микроорганизмами-деструкторами 
в нефтяных экосистемах в разных частях мира. Ге-
нерация метана и этана при биодеградации неф-
ти в экспериментальных условиях может объяс-
нить нахождение газа из района Бол. Зеленовская 
за пределами термогенной зоны на эмпирической 
диаграмме по изотопным данным углерода и водо-
рода (Hachikubo et al., 2023) за счет добавления вто-
ричного микробного газа к термогенному.
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EXPERIMENTAL ARTICLES 

Anaerobic Oxidation of Oil by Microbial Communities  
of Bottom Sediments of a Natural Oil Seepage Site  

(Bolshaya Zelenovskaya, Middle Baikal)

O. N. Pavlova1, *, S. V. Bukin1, O. N. Izosimova1, S. M. Chernitsyna1, V. G. Ivanov1,  
A. V. Khabuev1, T. V. Pogodaeva1, I. S Elovskaya1, A. G. Gorshkov1, and T. I. Zemskaya1

1Limnological Institute SB RAS, Irkutsk, 664033, Russia
*e-mail: pavlova@lin.irk.ru

Abstract. The diversity of microbial communities and potential functional activity in anaerobic processes 
of oil degradation of bottom sediments was determined in the area of the Bolshaya Zelenovskaya oil 
seepage site (lake Baikal). When microorganisms of subsurface and deep sediment were cultivated 
in  enrichment cultures containing oil and various electron acceptors for one year at 10ºC, the 
concentration of n-alkanes decreased by 1.2–2 times, and PAHs by 2.2–2.8 times. The conversion 
of hydrocarbons was accompanied by the generation of hydrocarbon gases (methane, ethane). The 
microbial community of the subsurface sediment was characterized by greater bacterial diversity than 
that of the deep sediment and was represented by microorganisms specialized in the decomposition 
of a wide range of substrates, including petroleum hydrocarbons. The deep layers of sediment were 
dominated by Atribacterota, Caldisericota and Bathyarchaeia (Thermoproteota), as well as representatives 
of the “rare biosphere” Elusimicrobiota and Candidatus Hadarchaeota. Among the main participants 
in  the degradation of  oil in  bottom sediments of  the lake. Representatives of  the phyla Bacillota, 
Pseudomonadota, Chloroflexota, Actinomycetota, Desulfobacterota, Atribacterota, Halobacteriota and 
Bathyarchaeia (Thermoproteota) can be classified as Baikal.

Keywords: lake Baikal, bottom sediments, anaerobic oxidation of oil, microbial community, hydrocarbon
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Штамм Achromobacter insolitus LCu2, изолированный с корней люцерны посевной (Medicago sativa L.), 
утилизировал коричную кислоту, а также ее метокси-производные ‒ ванилиновую и феруловую 
кислоты – в качестве единственного источника углерода. Слабый рост был отмечен на м-кумаровой, 
но не на о- и п-кумаровых кислотах. Рост на коричной кислоте был медленным и диауксичным. Убыль 
субстрата из среды культивирования составила 53%, деструктивная эффективность – 30 мкг/мг 
сырой биомассы в течение 14 сут. Несмотря на бактерицидное действие коричной кислоты, куль-
тура A. insolitus LCu2 длительное время сохраняла жизнеспособность. Геномный анализ позволил 
выявить два генных кластера hca и mhp, отвечающих за дигидроксилирование фенильного кольца 
(hcaA1A2CDB) и его последующее расщепление до продуктов центрального метаболизма (mhpACDE), 
а также транскрипционный регулятор (hcaR) и предполагаемый транспортер (hcaT). Предположитель-
ный биохимический путь деградации коричной кислоты штаммом A. insolitus LCu2 был предсказан 
с использованием геномных данных.

Ключевые слова: коричная кислота, диоксигеназа, бактерии-деструкторы, hca, mhp, Achromobacter 
insolitus

DOI: 10.31857/S0026365624050053

Фенольные кислоты (ФК) – это соединения 
с химической структурой (С6‒С3), синтезируемые 
в основном растениями, как структурные компо-
ненты предшественников лигнина (Croteau et al., 
2000; Kefeli et al., 2003), как защитные молекулы 
в ответ на биотические факторы, а также как соеди-
нения, обеспечивающие сигналинг в растительно-
микробных симбиозах (Siqueira et al., 1991; Mandal 
et al., 2010). В почву ФК попадают с корневыми 
экссудатами, в процессе разложения растительных 
остатков, в стоках винодельческих, маслоэкстрак-
ционных, целлюлозно-бумажных предприятий 
(Monisha et al., 2018), в качестве интермедиатов ка-
таболизма полиароматики, например, нафталина 
(Анохина и соавт., 2020). Коричная кислота (КК) – 
основной предшественник синтеза растительных 

фенольных компонентов (Croteau et al., 2000). Она 
обладает аллелопатическими свойствами, инги-
бирует рост бактерий и образование биопленок, 
а в определенных концентрациях негативно вли-
яет на развитие растений (Ye et al., 2006; Salvador 
et al., 2013; Rajkumari et al., 2018). Бактериальные 
штаммы, способные к деградации КК, перспектив-
ны не только с точки зрения естественного цикла 
разложения ароматических компонентов, оздоров-
ления почвы и повышения ее плодородия, но так-
же могут использоваться как модельные объекты, 
которые преодолевают неспецифическую защиту 
растений и колонизируют их.

На сегодняшний день описано несколько пу-
тей бактериальной трансформации и  деграда-
ции КК: а)  β-окисление трехуглеродного хвоста 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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с образованием бензоата у Cupriavidus necator JMP134 
(Perez-Pantoja et al., 2008); б) восстановление двой-
ной связи в трехуглеродном хвосте с последующим 
гидроксилированием бензольного кольца моноок-
сигеназами до протокатеховой кислоты у Stenotro-
phomonas sp. TRMK2 (Monisha et al., 2018); в) диги-
дроксилирование бензольного кольца диоксигена-
зой (ДО) типа Риске c дальнейшим расщеплением 
кольца у  Escherichia coli K-12 (Diaz et  al., 1998). 
Лишь диоксигенолитический путь деградации 
КК  описан полностью, указаны все ферменты 
и биохимические реакции с соответствующими 
субстратами и продуктами.

Цель данного исследования – изучить возмож-
ность утилизации коричной кислоты и ее произво-
дных ризосферным штаммом Achromobacter insolitus 
LCu2 и с помощью геномного анализа предсказать 
биохимический путь деградации КК у исследуемых 
бактерий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. Используемый в работе 
штамм A. insolitus LCu2 выделен с корней люцерны 
посевной (Medicago sativa L.) и депонирован в двух 
микробных коллекциях под номерами IBPPM 631 
(http://collection.ibppm.ru/) и RCAM 04723 (http://
www.arriam.spb.ru/eng/lab10/).

Рост бактерий на фенольных кислотах. Бактерии 
культивировали в минеральной среде MS1 (Ерма-
кова и соавт., 2008) с некоторыми модификациями. 
В качестве источника фосфора использовали 0.5 
г/л KH2PO4. Коричную, о-, м-, п-кумаровую, ва-
нилиновую и феруловую кислоты добавляли в ав-
токлавированную среду (1 атм, 30 мин) в качестве 
единственного источника углерода (0.5‒1.0 г/л), 
предварительно растворив их в небольшом объеме 
диметилсульфоксида (ДМСО). Стерилизованный 
фильтрованием 0.22 мкм раствор витаминов (мг/100 
мл): тиамин – 1.0; биотин – 0.2; никотиновая кис-
лота – 2.0; пиридоксамин – 5.0 добавляли в MS1 (2 
мл/л); pH среды доводили 1М раствором NaOH до 
6.8–7.0.

Для инокулята одну полную петлю бактериаль-
ной культуры засевали в MS1 с яблочной кисло-
той (0.5 г/л) и выращивали в течение 1 сут. Клетки 
осаждали при 5000 g в течение 10 мин, ресуспенди-
ровали свежей средой без источника углерода и вно-
сили в экспериментальные варианты до начальной 
оптической плотности 0.02 или 0.09 при 420 нм. 
Бактерии культивировали в  колбах, содержащих 
50 мл жидкой MS1, на шейкере при 140 об./мин 
и температуре 35°C.

Для получения адаптированной к КК культуры 
LCu2 осуществляли серию многократных после-
довательных пересевов на среды, содержащие КК 

(0.5 или 1.0 г/л) в качестве единственного источ-
ника углерода.

Контроль ростовых характеристик. Рост бакте-
рий контролировали по  изменению оптической 
плотности (ОП) на спектрофотометре Specol 221 
(Германия) при длине волны 420 нм  в кювете 
с длиной оптического пути 0.2 см. Удельную ско-
рость роста (μ) и время генерации (g) рассчитывали 
по формулам:

μ = lgXt – lgX0 × 2.303/(t – t0),

где Xt и X0 – начальная и конечная плотность куль-
туры в моменты времени t и t0;

g = 0.693/μ.

Деструктивную активность (Q) культур опре-
деляли как отношение потребленной коричной 
кислоты к сырой биомассе бактерий (мг/г).

Жизнеспособность бактериальных культур. Ко-
личество живых клеток в суспензиях определяли, 
высевая и подсчитывая значения колониеобразую-
щих единиц (КОЕ). 100 мкл бактериальной суспен-
зии добавляли к 900 мкл физраствора, готовили се-
рию разведений от 10-1 до 10-6. Из разведений 10-5 
и 10-6 по 200 мкл высевали на плотные среды LB, 
а также на MS1 с коричной кислотой (0.5 и 1 г/л). 
Высевы производились в пяти повторностях. Учет 
КОЕ проводили после 5 сут культивирования 
на LB и после 14 сут на MS1 с коричной кислотой.

Аналитические методы. Возможную трансформа-
цию ФК определяли методом УФ-спектрометрии 
на спектрофотометре Specord 250 (“Analytik Jena”, 
Германия). Бактерии осаждали центрифугирова-
нием при 5000 g в течение 10 мин. Надосадочную 
жидкость аккуратно отбирали, разбавляли дис-
тиллированной водой (1 : 10) и измеряли спектры 
в диапазоне от 200 до 400 нм.

Остаточное содержание КК  в супернатантах 
определяли методом ВЭЖХ на хроматографе Dionex 
UltiMate 3000 с колонкой С18 и УФ-детектором, 
при 240 нм. Элюент ацетонитрил‒H2O‒уксусная 
кислота (30 : 69.5 : 0.5, по объему) использовали 
для анализа. Скорость потока 0.6 мл/мин, объем 
образца 5 мкл.

Значения pH супернатантов доводили до 7 ед. 
раствором 0.25 М NaOH; ФК экстрагировали эти-
лацетатом трижды из каждого варианта в пропор-
ции 1 : 1 (200 мкл надосадочной жидкости к 200 мкл 
этилацетата). Полученные экстракты упаривали, 
осадки растворяли в ацетонитриле и объединяли. 
Для построения калибровочного графика 1 мг КК 
растворяли в 1 мл ДМСО, а затем 500 мкл этого 
раствора растворяли в 500 мкл дистиллированной 
воды, получая концентрацию 500 мкг/мл.

Фитотоксичности бактериальных суперна-
тантов. В  эксперименте использовали мягкую 



564	 КРЮЧКОВА  и др.

МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 5 2024

яровую пшеницу (Triticum aestivum L.) сорта Са-
ратовская  29. Зерновки отбирали, калибровали 
по размеру, отмывали детергентом 5 мин, затем 
тщательно промывали проточной водой до  ис-
чезновения мыльной пены и замачивали в 0.2% 
растворе диацида на 15 мин. Стерилизованные 
семена трижды отмывали стерильной H2Od по 
15 мин. Семена по 10 шт. выкладывали в чашки 
Петри на поверхность фильтровальной бумаги, 
смоченной 5 мл среды для растений Мурасиге‒
Скуга с добавлением 100 мкл бактериальных су-
пернатантов до конечного содержания коричной 
кислоты 1 мг на чашку. В каждом варианте было 
по 30 семян. Измерение длины корня и  стебля 
у проростков производилось на 3 и 5 сут.

Геномный анализ. Геном A. insolitus LCu2 анно-
тирован в NCBI под номером (CP038034). Ами-
нокислотные последовательности ферментов, 
по литературным данным участвующие в дегра-
дации коричной кислоты, были экстрагированы 
из Uniprot (The UniProt Consortium, 2023) или PDB 
(Berman et al., 2000) и использованы для поиска 
гомологов в геноме LCu2 с BLASTP алгоритмом 
(protein-protein BLAST) (Johnson et al., 2008). Для 
дальнейшей работы отбирали аминокислотные по-
следовательности, удовлетворяющие следующим 
критериям: покрытие >80%; E-value <10-10; иден-
тичность >20%, а также имеющие соответствую-
щее геномное окружение. На основании геномного 
анализа был сконструирован предположительный 
биохимический путь деградации коричной кисло-
ты штаммом A. insolitus LCu2. В качестве референс-
ного использовали диоксигенолитический путь, 
приведенный для E. coli K-12 в KEGG (Kanehisa, 
Goto, 2000), подтвержденный экспериментальными 
данными (Diaz et al., 1998).

Статистический анализ данных. Все экспери-
менты проводили три раза в  трех повторностях. 
Для полученной выборки рассчитывали значе-
ния ошибки средней и доверительного интервала, 
со степенью достоверности р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Рост A. insolitus LCu2 на фенольных кислотах. 
На начальном этапе мы протестировали способ-
ность A. insolitus LCu2 к росту на коричной кис-
лоте (КК) и ее гидроксилированных и метокси-
лированных производных. Ростовые параметры 
представлены в табл. 1.

A. insolitus LCu2 рос на КК и на ее окси-про-
изводных: феруловой и  ванилиновой кислотах. 
Слабый рост наблюдался на м-кумаровой кислоте 
и полное отсутствие роста ‒ на о- и п-кумаровых 
кислотах в течение 96 ч культивирования. В целом, 
рост культур был медленным, что можно объяс-
нить бактерицидными свойствами фенольных кис-
лот, в частности, КК (Malheiro et al., 2019). Время 
генерации для растущих культур составило более 
12 ч (табл. 1).

Анализ литературы показал, что бактериаль-
ные способы трансформации или деградации КК 
различны и не всегда сопряжены с увеличением 
биомассы. Отсутствие роста в анаэробных усло-
виях отмечено для Clostridium glycolicum, который 
использовал молекулы КК в качестве акцептора 
протонов, восстанавливая их  до фенилпропи-
оновой кислоты (ФпК) (Chamkha et  al., 2001). 
Штамм E. coli K-12, для которого выявлены hca 
и mhp генные кластеры диоксигенолитического 
пути, не мог расти на КК. Для индукции роста 
E. coli K-12 на КК необходимо было предвари-
тельное культивирование бактерий на  ФпК. 
Примечательно, что клонирование hca генов 
К-12 в Salmonella typhimurium LT2 индуцировало 
рост на КК и образование 2,3-дигидроксикорич-
ной кислоты, в то время как у дикого типа саль-
монелл эти признаки отсутствовали (Diaz et  al., 
1998). Способность использовать КК в качестве 
источника углерода показана для нескольких видов 
Pseudomonas, но ростовые характеристики не при-
водятся (Andreoni, Bestetti, 1986). Единственный 
штамм, который достигал стационарной фазы 

Таблица 1. Ростовые параметры A. insolitus LCu2 на средах с различными фенольными кислотами

Источник углерода, г/л Плотность засева μ, ч-1 g, ч
Коричная кислота, 0.5 0.02 0.041 16.9
Коричная кислота, 1.0 0.02 0.045 15.4
Коричная кислота, 0.5 0.09 0.034 20.4
Коричная кислота, 1.0 0.09 0.035 19.8
м-Кумаровая кислота, 0.5 0.02 0.020 34.6
o-Кумаровая кислота, 0.5 0.02 ‒ ‒
п-Кумаровая кислота, 0.5 0.02 ‒ ‒
Феруловая кислота, 0.5 0.09 0.043 16.1
Ванилиновая кислота, 0.5 0.09 0.043 16.1

Примечание. μ ‒ удельная скорость роста; g ‒ время генерации; указаны для периода 48 ч.
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роста на КК уже через 19 ч, ‒ Stenotrophomonas sp. 
TRMK2 (Monisha et al., 2018).

На следующем этапе мы попытались получить 
адаптированную к КК культуру LCu2, осуществив 
серию последовательных пересевов. Кривая роста 
такой культуры представлена на рис. 1.

Рост не был сбалансированным: кривая име-
ла два пика. Как правило, диауксический рост 
свидетельствует о наличии в среде двух разных ис-
точников углерода и энергии. В этом случае бак-
терии утилизируют сначала один субстрат, а когда 
он исчерпан, происходит синтез ферментов, по-
зволяющих утилизировать другой. В нашей работе 
подобный рост может быть связан с образованием 
нескольких интермедиатов КК, последовательно 
используемых бактериями для роста.

Первая стационарная фаза роста зарегистриро-
вана через 96 ч, вторая – через 307 ч. Скорость ро-
ста для обоих пиков была одинаковой и составила 
0.017–0.018 ч-1, а время генерации 38.5‒41.0 ч со-
ответственно (рис. 1). Максимальное значение 
ОП420 было в 2.3 раза выше, чем у исходной куль-
туры LCu2. Прирост сырой биомассы за 307 ч со-
ставил 9 мг/мл.

Жизнеспособность бактерий, культивируемых 
длительное время на коричной кислоте. Чтобы про-
верить устойчивость A. insolitus LCu2 к биоцидно-
му действию КК, бактерии в течение 1 мес. куль-
тивировали на КК, добавленной в среду в каче-
стве единственного источника углерода и энергии 

(0.5–1.0 г/л). Затем бактериальные суспензии вы-
севали на два типа сред – богатую LB без добав-
ления КК и синтетическую MS1 с КК (0.5 г/л). 
Жизнеспособность культур сохранялась. На обоих 
типах сред значения колониеобразующих единиц 
(КОЕ) статистически достоверно не отличались 
друг от друга, но КОЕ культур, высеянных из сре-
ды с КК (0.5 г/л), было на один порядок выше, 
чем у  культур из  среды с  концентрацией КК 
(1 г/л) (рис. 2). Внешний вид колоний на разных 
средах значительно отличался. Колонии на MS1 
с КК были мелкими и прозрачными. На богатой 
среде LB  без КК  вырастали крупные слизистые 
колонии.

Убыль и  трансформация коричной кислоты. 
Чтобы оценить возможную трансформацию КК 
в процессе бактериального роста, были измерены 
УФ-спектры супернатантов (рис. 3а). УФ-спектр 
КК в химическом контроле имел два диапазона 
поглощения: первый от 200 до 230 нм, содержав-
ший несколько максимумов абсорбции λmax1 205, 
209, 215, 222 нм; и второй с λmax2 270 (269) нм. 
После роста бактерий существенное снижение 
интенсивности абсорбции в 3 и более раза (при-
мерно на 69%) наблюдалось в районе обоих диа-
пазонов поглощения, что свидетельствует о про-
порциональном снижении концентрации КК 
в среде.

Для количественного определения остаточного 
содержания в среде КК использовали ВЭЖХ анализ. 
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Рис. 1. Двухфазная кривая роста A. insolitus LCu2 на 0.5 г/л коричной кислоты. Каждая точка является средней из трех 
повторностей; погрешности показывают доверительный интервал для р ≤ 0.05.
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Рис. 2. Жизнеспособность бактерий, культивируемых в течение месяца на коричной кислоте: 1, 2 – культуры, выра-
щенные на 0.5 г/л; 3, 4 – на 1.0 г/л коричной кислоты, высеянные на минерально-синтетическую (MS1) и LB среды; 
доверительный интервал для р ≤ 0.05.
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Рис. 3. УФ спектры (а) и ВЭЖХ анализ (б) коричной кислоты до и после культивирования A. insolitus LCu2. Синяя 
кривая – химический контроль, красная – после культивирования бактерий.
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Рис. 4. Фитотоксичность супернатантов с коричной кислотой по отношению к проросткам пшеницы сорта Сара-
товская 29: а – средняя длина корня; б – средняя длина стебля; 1 – биологический контроль; 2 – химический кон-
троль; 3 – культуральная жидкость LCu2. Погрешности показывают доверительный интервал для р ≤ 0.05; в каждом 
варианте n = 25; возраст растений 5 сут; содержание коричной кислоты 1 мг.
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Убыль КК после культивирования LCu2 составила 
266 мг или 53% по сравнению с химическим контро-
лем (рис. 3б). С учетом результатов ВЭЖХ анализа 

и прироста биомассы рассчитывали эффективность 
деградации (Q) для адаптированной культуры, кото-
рая составила 30 мкг/мг.

Таблица 2. Гены, кодирующие ферменты диоксигенолитического пути катаболизма коричной кислоты, 
в геноме A. insolitus LCu2

Белок запроса ID в Uniprot Ген ID белка в геноме штамма LCu2 
в GenBank

Покрытие,  
% E-value Id, %

Гидроксилирование субстрата
P0ABR53
фенилпропионат/циннамат ДО 
субъединица α

hcaA1
QEK92585

фенилпропионат/циннамат 
ДО субъединица α

90 4e-33 26.62

Q47140
фенилпропионат/циннамат 
ДО субъединица β

hcaA2
QEK92584

фенилпропионат/циннамат 
ДО субъединица β

84 1e-13 23.01

P0ABW0
субъединица ферредоксина
3-фенилпропионат/циннамат ДО

hcaС QEK92586
железосодержащий ферредоксин 68 8e-26 48.65

P77650
NAD+ ферредоксин редуктаза  
3-фенилпропионат/циннамат ДО

hcaD QEK95941
ферредоксин редуктаза 95 5e-61 34.24

P0CI31
фенидпропионат/циннамат  
дигидродиол дегидрогеназа

hcaB QEK92582
дегидрогеназа − − −

Разрыв фенильного кольца
2PHD_A салицилат 1,2-ДО

sdoA

QEK92583
гипотетический протеин

30 1e-10 31.58
AAQ91293.1 салицилат 1,2-ДО 30 1e-11 32.46
2D40_A гентизат 1,2-ДО

gdoA 35 2e-10 34.34
Q330M9.1 гентизат 1,2-ДО 50 6e-09 29.66
AFC47847 1-гидрокси-2-нафтоат ДО

phdI 88 1е-12 26.21
BAA31235 1-гидрокси-2-нафтоат ДО 77 8e-12 23.87
ARB18233 5-аминосалицилат-1,2 ДО mabB 75 1е-11 24.36
P0ABR9
2,3-дигидроксифенилпропионат/ 
2,3-дигидроксициннамат 1,2-ДО

mhpB − − −

Образование центральных метаболитов ЦТК
B7N8Q6

2-гидрокси-6-оксононадиендиоат/ 
2-гидрокси-6-оксононатриендиоат 

гидроксилаза
mhpC QEK92296.1

альфа/бета складчатая гидролаза 86 2e-14 26.17

P77608
2-кето-4-пентаноат гидратаза mhpD QEK92581

2-кето-4-пентаноат гидратаза 13 0,003 36.36

P51020
4-гидрокси-2-оксовалериат 

альдолаза
mhpE QEK93369 80 4e-08 25.57

Регуляция транскрипции и транспорт
Q47141

траснкрипционный активатор LysR hcaR QEK94968.1 транскрипционный 
регулятор LysR 92 7e-39 34.78

Q47142.2
транспортер 3-фенилпропионовой 

кислоты
hcaT QEK93400

MFS транспортер 94 2е-25 26.45

Примечание. ID – идентификационный номер в базах данных; Id ‒ идентичность между двумя аминокислотными 
последовательностями.
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Фитотоксичность бактериальных супернатантов. 
Влияние остаточного содержания КК в супернатан-
тах до и после культивирования LCu2 на морфоме-
трические параметры растений мягкой яровой пше-
ницы Саратовская 29 показано на рис. 4.

У проростков, выращенных на чашках с добав-
лением химического контроля, на 46% ингибиро-
валась длина корня L(к) и на 43% длина стебля 
L(с) (рис. 4). После культивирования бактерий 
фитотоксичность среды значительно снижалась. 
Процент ингибирования морфометрических по-
казателей составил всего 20% для корней и 22% 
для стеблей по отношению к биологическому кон-
тролю. По сравнению с химическим контролем L(к) 
была больше на 33%, а L(c) на 27%. Кроме того, 
у проростков, выращенных с добавлением куль-
туральной жидкости LCu2, наблюдался активный 
рост корневых волосков, который отсутствовал 
в биологическом контроле.

Биоинформатический поиск генов катаболизма 
коричной кислоты. Поскольку диоксигенолитиче-
ский путь – единственный полностью описанный 

путь деградации КК (Diaz et al., 1998), а фермен-
ты, кодирующие биохимические реакции, анно-
тированы в Uniprot, мы использовали его в каче-
стве референсного. Диоксигенолитический путь 
описан для двух субстратов: фенилпропионовой 
и коричной кислот. Начинается он с дигидрокси-
лирования ароматического кольца в положениях 2, 
3 ферментным комплексом, состоящим из четырех 
белков: α- и β-субъединиц 3-фенилпропионат/цин-
намат диоксигеназы (HcaA1A2) [ЕС 1.14.12.19] и со-
ответствующих ферредоксина (HcaC) и ферредок-
син редуктазы (HcaD) [ЕС 1.18.1.3]. В геноме LCu2 
найдены все четыре гена, кодирующие ферментный 
комплекс, отвечающий за  дигидроксилирование 
кольца ФпК и КК (табл. 2). Гены hcaA1A2CDB рас-
положены рядом и транскрибируются с одной цепи 
(рис. 5а).

За дальнейшее расщепление кольца образовав-
шихся дигидродиолов у E. coli K-12 отвечает MhpB 
диоксигеназа [ЕС 1.13.11.16] семейства LigB/MhpB 
экстрадиольных диоксигеназ, катализирующая 
негемовое Fe(II)-зависимое расщепление кольца 

Рис. 5. Структурная организация генного кластера, содержащего hca- и mhp-гены, и предполагаемый биохимиче-
ский путь деградации коричной кислоты штаммом A. insolitus LCu2. а: R – gntR (транскрипционный регулятор); D – 
mhpD; hB – hcaB; hp – QEK92583; A2 – hcaA2; A1 – hcaA1; hС – hcaC; hD – hcaD; б: HcaA1A2 – α- и β-субъединицы 
транс/циннамат диоксигеназы; HcaC – ферредоксин; HcaD – ферредоксинредуктаза; HcaB – 2,3-дигидрокси-2,3-
дигидрофенилпропионат дегидрогеназа; QEK92583 – гипотетический белок – предположительно, экстрадиольная 
диоксигеназа; MhpC – 2-гидрокси-6-оксононадиендиоат/2-гидрокси-6-оксононатриендиоат гидроксилаза; MhpD – 
2-кето-4-пентоноат гидратаза; MhpE – 4-гидрокси-2-оксовалериат альдолаза. Овалами обозначены центральные 
метаболиты.
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в  молекулах 2,3-дигидроксикоричной и 2,3-ди-
гидроксифенилпропионовой кислот (Bugg, 1993; 
Mendel et al., 2004).

В геноме A. insolitus LCu2 не обнаружено гомо-
логичных MhpB последовательностей. Однако ря-
дом с дегидрогеназой (QEK92582) штамма LCu2 
расположен гипотетический белок (QEK92583), 
демонстрирующий родство с белковым суперсе-
мейством бикупиновых экстрадиольных диокси-
геназ III класса, расщепляющих химическую связь 
в бензольном кольце между карбоксилированным 
и гидроксилированным углеродами (табл. 2). Пред-
ставителями семейства являются: гентизат 1,2-ДО 
[EC 1.13.11.4]; салицилат 1,2-ДО [EC 1.13.11.-]; 
1-гидрокси-2-нафтоат ДО [EC 1.13.11.38]; гомоген-
тизат ДО [EC 1.13.11.5] (Chen et al., 2008; Ferraroni 
et  al., 2012). BLASTP анализ гипотетического 
белка (QEK92583) с представителями купинового 
суперсемейства показал слабую гомологию в ка-
талитической области (табл. 2). На филогенетиче-
ском дереве (рис. 6б) QEK92583 располагался бли-
же к кластеру с 1-гидрокси-2-нафтоат ДО, но не 
к гентизат 1,2-ДО. Также белок LCu2 продемон-
стрировал эволюционное родство с последователь-
ностью Q330M9, для которой показана экспрессия, 
индуцируемая коричной и  фенилпропионовой 

кислотами, а также 3-гидроксибензоатом (Fairley 
et al., 2006).

Попарное выравнивание QEK92583 c  наибо-
лее изученным представителем семейства-сали-
цилат 1,2-ДО (AAQ91293.1) выявило наличие трех 
остатков гистидина, которые координируют Fe(II) 
в каталитическом центре (рис. 6а). Таким образом, 
биоинформатический анализ позволяет предпо-
ложить, что гипотетический протеин (QEK92583) 
имеет потенциал к  разрыву химической связи 
между 1 и 2 атомами углерода фенильного кольца. 
Безусловно, данное предположение требует даль-
нейших исследований.

Гены кластера mhpCDE, отвечающие за после-
дующий катаболизм образовавшихся интермеди-
атов до продуктов ЦТК, и транскрипционный ре-
гулятор hcaR и транспортер hcaT также найдены 
в геноме LCu2 (табл. 2; рис. 5). На основании ге-
номного анализа предсказан предположительный 
биохимический путь катаболизма КК штаммом 
A.  insolitus LCu2, который сходен с  описанным 
для E. coli K-12 (Diaz et al., 1998), кроме ключе-
вого белка, расщепляющего связь в фенильном 
кольце (рис. 5б).

Полученные результаты отражают метаболиче-
ский потенциал бактерий рода Achromobacter, а также 

Рис. 6. Биоинформатический анализ аминокислотной последовательности (QEK92583) из A. insolitus LCu2: а ‒ срав-
нение фрагментов аминокислотных последовательностей салицилат 1,2-диоксигеназы из P. salicylatoxidans BN12 
(AAQ91293.1) и гипотетического белка A. insolitus LCu2 (QEK92583). Купиновый домен с тремя остатками гистидина 
(His119; His121 и His160), координирующими Fe2+ в каталитическом центре (Matera et al., 2008), отмечен голубыми пря-
моугольниками и звездами, и обозначен как Мотив I и Мотив II; б ‒ филогенетический анализ белков с купиновыми 
доменами методом Maximum-Likelihood в Mega X (Kumar et al., 2018), бутстрэп 1000, последовательности выровнены 
в ClustalOmega W с настройками по умолчанию; корень – гомогентизат 1,2-диоксигеназа.
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важны для подбора условий биохимических экспе-
риментов и оптимизации деструктивной активности 
бактерий по отношению к фенилпропаноидам.
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Degradation ofCinnamic Acid by the Rhizosphere Strain  
Achromobacter insolitus LCu2

E. V. Kryuchkova1, *, E. S. Morozova2, V. S. Grinev1, 3, G. L. Burygin1, 3,  
N. E. Gogoleva4, 5, and Yu. V. Gogolev4, 6

1Institute of Biochemistry and Physiology of Plants and Microorganisms, FRCenter “Saratov Scientific Center RAS”,  
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Abstract. The Achromobacter insolitus LCu2 strain, isolated from the roots of alfalfa (Medicago sativa L.), 
utilized cinnamic acid, as well as its methoxy derivatives ‒ vanillic and ferulic acids ‒ as the only carbon 
source. Weak growth was observed on m-coumaric acid, but not on o- and p-coumaric acids. Growth 
on cinnamic acid was slow and diauxic. The loss of substrate from the cultivation medium was 53%, the 
destructive efficiency was 30 μg/mg of raw biomass for 14 days. Despite the bactericidal effect of cinnamic 
acid, the A. insolitus LCu2 culture remained viable for a long time. Genomic analysis revealed two 
gene clusters, hca and mhp, responsible for dihydroxylation of the phenyl ring (hcaA1A2CDB) and its 
subsequent cleavage to central metabolic products (mhpACDE), as well as a transcriptional regulator 
(hcaR) and a putative transporter (hcaT). A putative biochemical pathway for cinnamic acid degradation 
by A. insolitus strain LCu2 was predicted using genomic data.

Keywords: cinnamic acid, dioxygenase, decomposer bacteria, hca, mhp, Achromobacter insolitus
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Растущее загрязнение пластиками представляет собой серьезную экологическую проблему, поскольку 
широкое производство и неадекватная утилизация пластиковых материалов приводят к неблагопри-
ятному воздействию на экосистемы. В работе исследованы структурно-функциональные особенности 
анаэробного микробного сообщества при контакте с отходами из пенополистирола (ВПС) в метано-
генных (МГ), нитрат- (НР) и сульфатредуцирующих (СР) условиях. Показано, что присутствие ВПС 
в микробном сообществе не оказывает негативного влияния на процессы образования биогаза, а наобо-
рот, приводит к увеличению выхода метана и летучих жирных кислот и изменению их соотношения. 
В культуральной жидкости вариантов с ВПС обнаружены микрочастицы разного размера: в НР усло-
виях – 2.4 × 106/мл, в СР условиях – 1.2 × 106/мл и в МГ условиях – 0.4 × 106/мл, тогда как в контроль-
ных вариантах без клеток микрочастицы обнаружены не были. Методом сканирующей электронной 
микроскопии выявлено, что во всех опытных вариантах поверхность полимера стала более рыхлой, 
рельефной, появились неровности, трещины и отверстия. Рост разнообразия в микробном сообществе, 
связанный с увеличением числа микробных морфотипов, коррелирует с результатами высокопроизво-
дительного секвенирования гена 16S рРНК. При внесении ВПС в анаэробное сообщество, инкубиру-
емое в разных донорно-акцепторных условиях, повысилось число входящих в него групп микроорга-
низмов и увеличилась доля представителей гидролитических и ацидогенных бактерий (Sedimentibacter, 
Lentimicrobium), ацетогенных синтрофов (Syntrophomonas, Desulfovibrio, Geobacter) и метаногенных архей 
(Methanosarcina, Methanobacterium). Наше исследование показывает, что отходы из ВПС не являются 
инертными для микробного сообщества, и контакт с ними приводит к существенным перестройкам 
в его структуре и функционировании. Обнаруженные изменения поверхности образца, появление ми-
крочастиц и различия в составе промежуточных и конечных продуктов метаболизма сообщества могут 
свидетельствовать о медленной частичной деструкции путем фрагментации этого вида отходов. Однако 
поскольку для опытов был взят бытовой ВПС, содержащий кроме основного полимера различные на-
полнители, то есть вероятность, что наряду с полистиролом деградации подвергаются и входящие в его 
состав дополнительные вещества (пластификаторы, красители и т.д.). Способность микроорганизмов 
к деструкции самого полимера требует дальнейших исследований.

Ключевые слова: вспененный полистирол, анаэробное микробное сообщество, метаногенез, нитра-
тредукция, сульфатредукция
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Со времен промышленной революции антропо-
генная нагрузка на окружающую среду неуклонно 
растет. Среди важных факторов следует выделить 

загрязнение отходами и отдельный его вид – загряз-
нение полимерными ксенобиотиками. В  течение 
2019‒2020 гг. в мире было произведено в среднем 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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от 368 до 415 млн. тонн пластика (с ожидаемым при-
ростом 4% в ближайшие годы), что привело к воз-
растающим масштабам поступления пластиковых 
отходов в окружающую среду (Billard, Boucher, 2019; 
Plastics Europe, 2021). Создатели пластиков исхо-
дили из того, что изделия будут инертны для окру-
жающей среды. Однако оказалось, что под воздей-
ствием абиотических факторов  – ультрафиолета, 
колебаний температуры и влажности, ветровой эро-
зии – пластик разрушается на свалках и распадается 
на микропластик, который мигрирует со сточными 
и грунтовыми водами, загрязняя почву, водные ре-
сурсы и заканчивая свой путь в океане. Показано, 
что микропластик отрицательно влияет на структуру 
почвы, ухудшая ее водоудерживающую способность 
и аэрацию, а также оказывает негативное влияние 
на  круговорот органического углерода и  азота 
в почве, микробную активность почвы и перенос 
питательных веществ (Cao et al., 2017; Liu et al., 
2017; Rillig, 2018; Ruimin et al., 2020).

Микропластик попадает в пищевые цепи, обна-
руживается в крови и легких человека, проникает 
через плацентарный барьер, приводит к риску вос-
паления сосудов (Ragusa et al., 2021; Vethaak, Legler, 
2021; Vlacil et al., 2021; Field et al., 2022).

Значительная доля объемов мирового производ-
ства пластика приходится на полистирол (ПС), так 
как это легкий, дешевый, термостойкий материал, 
широко используемый в строительстве, упаковке, 
изделиях бытового назначения, электротехнике, 
лабораторном оборудовании. ПС получают поли-
меризацией стирола. Молекула содержит фениль-
ную группу (рис. 1).

В производстве изделий из ПС используются 
красители, пластификаторы, стабилизаторы (Ба-
кирова, Зенитова, 2009). Для переработки ПС во 
вспененный полистирол (ВПС) широко приме-
няют метод экструзии, заключающийся в продав-
ливании насыщенного газом расплава полимера 
через формующую головку (Ярцев и соавт., 2010). 
Производство также включает стадию отстаивания 
для удаления вспенивающего агента и замещения 
его воздухом. Таким образом достигается объемное 

соотношение газовой и полимерной фаз от 30 : 1 
до 1 : 10. Для утилизации полистирола используют 
сжигание, термодеструкцию и термоокислитель-
ную деструкцию, однако минусом данных методов 
является образование токсичных продуктов (паров 
стирола, бензола, этилбензола, толуола, оксида 
углерода). Перспективной альтернативой является 
вторичная переработка, однако легкость и деше-
визна материала делают сбор отходов из полисти-
рола экономически нецелесообразным, и зачастую 
компании отдают приоритет переработке других 
видов пластиков (Клинков и соавт., 2010). Поэтому 
отходы из вспененного ПС постоянно присутству-
ют на свалках, в компостируемых массах и в при-
родных местообитаниях.

Биодеградация ПС может быть перспективным 
решением, однако она осложняется следующими 
структурными особенностями материала, такими 
как: молекулярная масса, достигающая 100000–
400000 г/моль; гидрофобность; случайное рас-
положение фенильных групп по обеим сторонам 
полимерной цепи, что обусловливает аморфность 
полимера; сложность деполимеризации, связанная 
с тем, что вновь образованная σ-связь “углерод‒
углерод” прочнее, чем π-связь винильной группы.

В литературе приводятся различные и проти-
воречивые данные о микробной деградации ПС 
(Котова и соавт., 2021). Большинство исследо-
вателей отмечают крайне медленную скорость 
этого процесса (Плакунов и соавт., 2020). Так, 
известный деструктор органических соединений 
Rhodococcus ruber в аэробных условиях показал 
снижение массы ПС 0.8% за 8 нед. культивирова-
ния, штаммы Exiguobacterium sibiricum и E. undae 
достигли убыли 0.4% массы ПС за 30 сут (Mor, 
Sivan, 2008; Chauhan et al., 2018).

Процесс микробного разложения ПС природ-
ными сообществами проходил быстрее: в образцах 
с мусорной свалки Саримукти в Индонезии убыль 
массы ВПС за 7 нед. инкубации в присутствии кис-
лорода составила 18.23% (Hidayat et al., 2020).

В литературе имеется значительно меньше дан-
ных об изменениях в составе и функционирова-
нии микробных сообществ при контакте с  ПС, 
хотя именно они могут свидетельствовать о суще-
ственных экологических сдвигах в отдельных ме-
стообитаниях и в биосфере в целом. Например, 
в  опыте Zhang et  al. (2020) показана сукцессия 
сообщества активного ила в анаэробных условиях 
в присутствии микропластика ПС размером 80 нм 
и  5  мкм в  количестве 0.25 г/л c  сопутствующим 
снижением продукции метана на 19.3‒17.9% со-
ответственно. Wei et  al. (2020) продемонстриро-
вали, что наночастицы полистирола в количестве 
20 и 50 мкг/л также угнетают процесс анаэробного 
сбраживания сточных вод и снижают выработку 
метана на 19.0‒28.6% в анаэробном реакторе с вос-
ходящим потоком. Изучение воздействия частиц 

Рис. 1. Структурная формула ПС (Малкин и соавт., 
1975).
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ПС различного размера на микробное сообщество 
в образцах почвы показало значительное снижение 
микробной биомассы, уменьшение скорости нитри-
фикации и рост относительной численности микро-
организмов филума Proteobacteria (Ko et al., 2023).

Физико-химические свойства материала во мно-
гом определяют методы анализа, применимые для 
обнаружения признаков деструкции материала 
в процессе биодеградации. ВПС отличается хрупко-
стью, пористостью, низкой устойчивостью к раство-
рителям и высоким температурам, по объему со-
держит до 98% газа, что значительно сужает спектр 
применимых методик для анализа его состояния.

Целью нашего исследования является изучение 
изменений состава и функциональных характери-
стик анаэробного микробного сообщества в при-
сутствии отходов ВПС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

Биологический материал. В  работе использо-
вали метаногенное сообщество EPa, выделенное 
из  ила очистных сооружений (EGSB-реактора) 
стоков пивоваренного завода “Efes Pilsener” (Мо-
сква) и адаптированное к полной минерализации 
2-аминобензойной кислоты (2-АБК) (Линькова 
и соавт., 2011).

Образец вспененного полистирола. В  экспери-
ментах применяли бытовой ВПС темно-серого 
цвета, используемый для изготовления подложек 
для овощей и кондитерских изделий (лоток под-
ложка, 175 × 85 × 20 мм; артикул 1363). Подложку 
нарезали на пластинки размером 1.5 × 4 см (масса 
71.7 ± 7.0 мг), взвешивали, стерилизовали в тече-
ние 1 ч в 70% этиловом спирте и сушили в чашках 
Петри в течение 24 ч.

Среды и условия культивирования. Инкубацию 
осуществляли в  герметичных стеклянных фла-
конах объемом 100 мл  с резиновыми пробками, 
зажатыми алюминиевыми колпачками, и  арго-
ном в  качестве газовой фазы с 50 мл  минераль-
ной среды (мг/л): NH4Cl – 280, CaCl2 · 2H2O – 10, 
K2HPO4  – 250, MgSO4 · 7H2O  – 100, ЭДТА  – 1, 
NaHCO3 – 5000, H3BO3 – 0.05, FeCl3 · 4H2O – 2, 
ZnCl2 – 0.05, MnCl2 · 4H2O – 0.05, CuCl2 · 2H2O – 
0.03, AlCl3  ·  6H2O  – 2, NiCl2 · 6H2O  – 0.05, 
Na2SeO3 · 5H20 – 0.1; дрожжевой экстракт – 100; 
начальный pH 7.0 (Sklyar, 2000). Инкубацию про-
водили при температуре 30°С в статичных условиях 
в темноте.

В качестве дополнительных акцепторов элек-
тронов в  среду вносили растворы солей натрия 
до конечной концентрации 10 мМ: для создания 
нитратредуцирующих (НР) условий ‒ NaNO3, 
для создания сульфатредуцирующих (СР) усло-
вий  – Na2SO4. Для метаногенных (МГ) условий 

внешние акцепторы не добавляли. Вносили следу-
ющие источники углерода и энергии: 2-АБК 1 мМ 
(в МГ условиях), пируват 1 г/л (в МГ и НР усло-
виях) и лактат натрия 2 г/л (в СР условиях). Суб-
страты и другие добавки хранили в виде концен-
трированных анаэробных растворов и  вноси-
ли во флаконы стерильным шприцем до нужной 
концентрации. В  качестве инокулята использо-
вали суспензию клеток микробного сообщества 
(ОП600 1.0), предварительно выращенного на ми-
неральной среде с 2-АБК и пируватом в течение 9 
сут. Посевной материал составлял 10% от объема 
среды. В качестве контролей использовали мине-
ральную среду без и с дополнительными акцепто-
рами электронов, в которую был помещен ВПС, 
без микробных клеток (химический контроль), 
и минеральную среду без ВПС, содержащую ми-
кробное сообщество (биологический контроль, 
контроль роста клеток).

Методы анализа. В  культуральной жидкости 
отслеживали изменения рН, содержания общего 
белка и летучих жирных кислот (ЛЖК), а в газо-
вой фазе следили за соотношением основных га-
зов. Для регистрации возможной деструкции ВПС 
отслеживали визуальные изменения поверхности 
и целостности пластика, определяли присутствие 
микропластика в культуральной жидкости и фик-
сировали убыль массы образцов ВПС. Морфологи-
ческие особенности микроорганизмов исследовали 
микроскопически, а изменения в составе микроб-
ного сообщества ‒ с помощью высокопроизводи-
тельного секвенирования участков гена 16S рРНК.

Измерение рН  культуральной жидкости про-
водили с  помощью тест-полосок (“Johnson”, 
Великобритания).

Определение белка. Измерение общего белка 
в  культуральной жидкости проводили по  Бред-
форд (Bradford, 1976). Культуральную жидкость 
освобождали от клеток центрифугированием при 
15000  об./мин в  течение 10 мин. Супернатант 
в объеме 50 мкл помещали в микропробирки, сме-
шивали с 950 мкл красителя Кумасси, избегая об-
разования пены. Измеряли оптические плотности 
испытуемого раствора и растворов сравнения с из-
вестным содержанием белка на спектрофотоме-
тре Shimadzu UV-1202 (“Shimadzu”, Япония) при 
длине волны 595 нм, с использованием в качестве 
контрольного раствора смеси 50 мкл дистиллиро-
ванной воды и 950 мкл красителя Кумасси.

Определение содержания летучих жирных кис-
лот. Содержание ЛЖК в культуральной жидкости 
определяли с помощью газо-жидкостной хромато-
графии на  хроматографе Кристалл 5000М (“Хро-
матэк”, Россия), используя капиллярную колонку 
50 м × 0.32 мм, HP-FFAP, 0.5 мкм, пламенно-иони-
зационный детектор. Пробу предварительно осаж-
дали центрифугированием при 15000 об./мин в те-
чение 10 мин. Супернатант объемом 1 мкл вводили 
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в прибор. Определение концентрации компонен-
тов смеси осуществляли на  основе вычисления 
отношения площадей пиков компонентов к со-
ответствующим площадям пиков веществ в стан-
дартных растворах.

Определение содержания газов. Каждые 
30‒40 сут шприцем отбирали 1 мл пробы газовой 
фазы флакона и определяли содержание метана, 
углекислого газа и сопутствующих газов на газовом 
хроматографе ЛХМ 8 МД ‒ модель 3 с катароме-
тром (“Хроматограф”, Россия), газ-носитель ‒ 
аргон, скорость газа-носителя ‒ 20 мл/мин. Ко-
лонки длиной 2 м  были заполнены порапаком 
QS. Количественное определение компонентов 
проводили на  основе вычисления площади под 
хроматографическим пиком. Избыточное давле-
ние во флаконах измеряли с помощью манометра 
332.30 (“WIKA”, Германия) и учитывали эти дан-
ные при расчете конечных концентраций газовых 
метаболитов. Для преобразования численного зна-
чения объемной концентрации газа, выраженной 
в процентах, в молярную концентрацию (мМ) при-
меняли следующую формулу:
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где Р1  – парциальное давление газа, (%/100); 
Vж.ф. – объем жидкой фазы во флаконе, мл; Vг.ф. – 
объем газовой фазы во флаконе, мл; Т0 – темпера-
тура при нормальных условиях, 273°К; Т1 – рабочая 
температура, °К; Р0 – давление при нормальных ус-
ловиях, 1 атм.; Робщ ‒ общее давление во флаконе, 
атм.; 22.4 – объем 1 моль газа при 273°К, л∙моль-1. 
При этом делали допущение, что весь газ, образо-
вавшийся в культуральной жидкости, выходит в га-
зовую фазу флакона.

Гравиметрия. Образцы пластика извлекали из фла-
конов, трижды промывали дистиллированной водой, 
помещали в 2% раствор додецилсульфата натрия на 
1 ч на ротационный шейкер со 160 об./мин при 30°С, 
после чего снова трижды промывали водой и суши-
ли 24 ч в открытых чашках Петри в термостате при 
температуре 55°С. Отмытые и высушенные образцы 
взвешивали на электронных весах ER-60A (“A&D”, 
Япония).

Световая микроскопия. Морфологию микроор-
ганизмов исследовали путем приготовления пре-
паратов живых и  фиксированных окрашенных 
фуксином клеток (ФОП) и их просмотра в све-
товом микроскопе Биолам 2 (“ЛОМО”, Россия). 
Количество частиц микропластика определяли 
подсчетом в камере Горяева‒Тома при просмо-
тре в том же световом микроскопе при увеличе-
нии  ×40 с  последующим пересчетом на  объем 
культуральной жидкости.

Сканирующая электронная микроскопия. Пре-
параты клеток для сканирующей электронной 
микроскопии подвергали фиксации 2.5% глутаро-
вым альдегидом на фосфатном буфере в течение 
30 мин, затем дегидрировали в этиловом спирте 
с  постепенным увеличением концентрации (30, 
50, 70, 80 и 99.5%) и  последующим погружени-
ем в смеси абсолютного спирта и ацетона в про-
порциях 3 : 1, 1 : 1, 1 : 3. Препараты выдерживали 
в абсолютном ацетоне на протяжении 12 ч, затем 
высушивали в критической точке с использова-
нием оборудования HCP-2 Critical Point Dryer 
(“Hitachi”, Япония) и покрывали смесью Au‒Pd 
в ионно-распылительной установке Eiko IB-3 Ion 
Coater (“Hitachi”, Япония).

Образцы ВПС подвергали напылению смесью 
Au‒Pd без процедуры сушки, в связи с неустойчи-
востью материала к используемым в методике рас-
творителям. Анализ образцов проводили с исполь-
зованием сканирующего электронного микроскопа 
JSM-6380LA (“Jeol”, Япония) в условиях высокого 
вакуума при ускоряющем напряжении 20 кВ в ре-
жиме регистрации вторичных электронов.

Определение состава микробного сообщества. 
Состав микробного сообщества анализирова-
ли с помощью высокопроизводительного секве-
нирования участков гена 16S рРНК. Следуя ин-
струкциям производителя, выделяли из проб то-
тальную ДНК (набор FastDNA Spin Kit for Soil; 
“MP Biomedicals”, США) и оценивали концентра-
цию и чистоту препаратов ДНК спектрофотоме-
трически на приборе NanoDrop 2000C (“Thermo 
Fisher Scientific”, США) при λ 260 и 280 нм. Ам-
плификацию фрагментов генов 16S рРНК про-
водили с  помощью ПЦР, используя “универ-
сальные” праймеры для участка V4 по методике 
Fadrosh et al. (2014). Применяли систему прайме-
ров 515F (5'- GTGBCAGCMGCCGCGGTAA-3') 
(Hugerth et   a l . ,  2014)  и  Pro-mod-805R 
(5'-GACTACNVGGGTMTCTAATCC-3') (Merkel 
et al., 2019). Полученные ПЦР-фрагменты секве-
нировали на платформе MiSeq (“Illumina”, США) 
с использованием набора реактивов для считыва-
ния 150 нуклеотидов с каждого конца. Анализ ну-
клеотидных последовательностей проводили при 
помощи программного пакета QIIME2 (Bolyen 
et  al., 2019). Относительное количество прочте-
ний, входящих в ту или иную ОТЕ, соответствует 
относительной представленности данного таксона 
микроорганизмов в исследуемом микробном со-
обществе. Статистические подсчеты осуществляли 
с помощью Microsoft Excel. Тепловые карты для 
сравнительного анализа филогенетического соста-
ва микробных сообществ генерировали с помощью 
платформы ClustVis ‒ https://biit.cs.ut.ee/clustvis/ 
(Metsalu, Vilo, 2015).

Статистическая обработка результатов. Экспе-
рименты проводили в трехкратной повторности. 
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Для каждой точки вычисляли среднее значение, 
которое сравнивали по  показателям стандарт-
ного отклонения и доверительного интервала при 
P ≤ 0.005. На  графиках представлены значения 
в виде “среднее ± среднее отклонение”. Вычисле-
ния проводили в программе Microsoft Excel 2007 
(“Microsoft”, США) и STATISTICA (StarSoft Рос-
сия, 2015).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Во всех донорно-акцепторных условиях в вари-
антах с ВПС наблюдали помутнение среды (доп. 
материалы, рис. S1), тогда как в контрольных ва-
риантах без пластика среда оставалась прозрачной.

В МГ условиях во флаконах с ВПС формиро-
вался мелкий рыхлый черный осадок, в то время 
как без ВПС образовавшийся осадок в виде плот-
ных агрегатов клеток имел светло-бежевый цвет.

В НР условиях в присутствии ВПС наблюдали 
образование мелкого плотного бежевого осадка 
и его последующее превращение в черный рыхлый 
осадок, в то время как в контрольном варианте без 
пластика осадок в виде плотных агрегатов сначала 
имел яркий рыжий цвет, а затем стал бежевым.

В СР условиях в присутствии ВПС образова-
ние мелкого черного рыхлого осадка происходило 
в большем количестве, чем в контрольном варианте 
без пластика.

В вариантах микробного сообщества, инкубиру-
емых без пластика, значение pH составляло 7.7‒8.2 
и существенно не изменялось на протяжении все-
го времени эксперимента. В вариантах с добавле-
нием ВПС во всех донорно-акцепторных условиях 
на 99-е сут происходило некоторое снижение pH 
(до 6.3‒7.0), вероятно, связанное с образованием 
ЛЖК. Схожее снижение pH с 7.0 до 6.8 было по-
казано Naz et al. (2013) при культивировании ак-
тивного ила очистных сооружений с фрагментами 
упаковочного материала на основе ПС в стеклян-
ных флаконах объемом 2892 мл в анаэробных усло-
виях в течение 9 нед., что авторы также связывают 
с накоплением кислых продуктов.

Содержание белка в вариантах с ВПС на про-
тяжении эксперимента немного превышало содер-
жание в вариантах без ВПС, к 267 сут в вариантах 
с СР и МГ условиями разница резко увеличилась, 
в случае НР условий разница увеличилась к 307 сут 
эксперимента (рис. 2).

Сходный характер кривой содержания белка 
получен в исследовании процесса формирования 
биопленки аэробным штаммом Bacillus megateri-
um на поверхности ПС. К третьему дню культи-
вирования в  опыте содержание белка достигло 
пика в 91.1 мкг/мл, но к десятому дню резко сни-
зилось до минимального значения в 46.4 мкг/мл. 
Последующее культивирование в течение 40 сут 
показало устойчивый медленный рост содер-
жания белка до 64.7 мкг/мл. Авторы связывают 
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Рис. 2. Содержание белка в сообществе EPа в МГ (черный цвет), НР (светло-серый цвет) и СР условиях (темно-се-
рый цвет); сплошная линия – опыт в присутствии ВПС; пунктирная линия – биологический контроль.
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колебания в  содержании белка с  быстрой про-
лиферацией клеток при прикреплении к поверх-
ности пластика, гибелью клеток в процессе адап-
тации к ПС в качестве единственного источника 
углерода и  медленным ростом адаптированных 
клеток (Tan et al., 2021).

Определение промежуточных летучих продуктов 
в анаэробных микробных сообществах, контактиру-
ющих с ВПС, показало, что в МГ условиях с ВПС 
образуется на 120.3% больше формиата по сравне-
нию с аналогичным микробным сообществом без 
добавления пластика. В НР и СР условиях с ВПС 
разница в образовании формиата составила до 39.8 
и 13.8% соответственно (доп. материалы, рис. S2). 
Образование ацетата в присутствии ВПС превы-
шало показатели по  сравнению с  аналогичным 
микробным сообществом без добавления пластика 
в МГ условиях на 18.7%, в НР ‒ до 23.5%, в СР ‒ 
до 21.6% (доп. материалы, рис. S3). Продукция про-
пионата в контакте с ВПС отличалась на 10.2% в МГ 
условиях, до 8.1% в НР и до 61.3% в СР условиях 
(доп. материалы, рис. S4). Разница в образовании 
валерата в присутствии ВПС по сравнению с ана-
логичным микробным сообществом без добавления 
пластика составляла до 113.6% в МГ, до 49.4% в НР 
и до 43.2% в СР условиях (доп. материалы, рис. S5). 

Также во всех донорно-акцепторных условиях со-
общества, контактировавшие с  ВПС, в  отличие 
от контрольных образцов показали наличие следов 
изобутирата и бутирата.

Можно отметить, что присутствие ВПС вы-
зывает значимые отклонения в содержании и со-
отношении ЛЖК по сравнению с контрольными 
образцами без пластика. На 340 сут в опытных об-
разцах наблюдали большее количество формиата, 
ацетата, пропионата и валерата. Это соответствует 
результатам измерения pH, показывающим закис-
ление среды. Сходная тенденция показана в работе 
Zhang et al. (2021b) по изучению влияния пластмасс 
на производительность реактора и микробные со-
общества при ацидогенной ферментации пищевых 
отходов. В опыте длительностью 25 сут добавление 
полиэтилена высокого давления и ВПС увеличи-
ли общий выход ЛЖК на 28 и 47% соответственно, 
в то время как добавление полипропилена и по-
лиэтилентерефталата снижало общую продукцию 
ЛЖК на 6 и 2%. Наибольший выход в присутствии 
ВПС авторы связывают с высокопористой струк-
турой материала, обеспечивающей эффект иммо-
билизации клеток микроорганизмов. Также су-
ществуют работы, демонстрирующие индуцирую-
щее влияние наночастиц ПС на продукцию ЛЖК 
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в анаэробных реакторах на величины порядка 22.6% 
с сопутствующим падением выхода биогаза на 67.1% 
(Wei et al., 2020). В работе Wang et al. (2022) показа-
ны обратные результаты, согласно которым присут-
ствие микро- и наночастиц ПС в реакторе приводит 
к снижению суммарной продукции ЛЖК до 38.3% 
и снижению уровня метана на 67.1%.

Обнаружено, что в присутствии ВПС у анаэ-
робного микробного сообщества изменяется ко-
личество образованных конечных газообразных 
продуктов. Показано, что микробное сообщество 
в МГ условиях в контакте с пластиком продуци-
рует в 9 раз больше CH4 и в 2.3 раза – CO2, чем 
в контрольных флаконах. Наибольшую разницу 
наблюдали на 146 сут культивирования, однако 
впоследствии она сократилась (рис. 3).

В НР  условиях разница в  продукции CH4 для 
сообщества с ВПС составила до 100 раз, а CO2 ‒ 
до  8.8  раза. Наибольшая разница в  содержании 
метана возникла на 349 сут культивирования и со-
ставила 50 мМ этого газа. Также в вариантах с пла-
стиком был обнаружен предположительно N2O 
в количестве до 0.6 мМ. Содержание N2O росло до 
146-х сут, затем стало падать, и с 267 сут этот газ пе-
рестал определяться в пробах из-за исчерпания ни-
трата в среде (рис. 4).

В СР условиях в первые 2 мес. количество CH4 
во флаконах с ВПС было в 1.6 раза меньше по срав-
нению с его количеством в контрольных флаконах, 
однако в конце опыта наблюдали образование CH4 
на 70% выше, чем в контроле (рис. 5).

Наибольшая разница возникла на 349-е сут 
культивирования и  составила 22.9 мМ  метана. 
Продукция CO2 в СР условиях с ВПС превышала 
данные показатели для вариантов без пластика на 
10% и это соотношение сохранялось на протяже-
нии всего опыта. Сероводород появился в пробах 
только после 70 сут культивирования, и  его ко-
личество во  флаконах с  ВПС продолжало расти 
за время опыта. В среднем содержание сероводоро-
да в образцах с пластиком было в 2.5‒3 раза выше, 
чем в контрольных вариантах.

Выход биогаза используется в качестве аналити-
ческого параметра для определения конечной био-
разлагаемости полимеров в международных стан-
дартах. На количественный выход биогаза влияет 
множество факторов, таких как время культиви-
рования, закисление среды вследствие накопления 
ЛЖК, избыточное содержание белка, приводящее 
к  ингибированию метаногенов аммонием (Но-
жевникова и соавт., 2016). Воздействие ПС и ВПС 
на  продукцию биогаза изучено недостаточно. 
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Рис. 4. Динамика образования газов во флаконах с сообществом EPа в НР условиях: белые столбики – опыт в при-
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Большее внимание уделяется влиянию микро- 
и  нанопластиков, однако существующие лите-
ратурные данные противоречивы. Воздействие 
микрочастиц ПС размером 80 нм и 5 мкм в кон-
центрации 0.2 г/л и менее не влияло на кумуля-
тивную продукцию CH4, но концентрации выше 
0.25 г/л снижали выход метана на 19.3 и 17.9% со-
ответственно (Zhang et al., 2020). При этом анализ 
влияния наночастиц ПС показал подавление аци-
догенеза в микробном сообществе путем ингиби-
рования активности ацетаткиназы с последующим 
уменьшением выработки CH4 (Wang et al., 2022). 
Выдвигаются предположения о  дозозависимом 
эффекте ПС, например, добавление 20‒40 ми-
крочастиц ПС на 1 г веса сухого анаэробного ила 
увеличило выход метана на 3.38‒8.22%, но в дозе 
80‒160 микрочастиц привело к снижению продук-
ции метана на 4.78‒11.04% (Zhao et al., 2023).

В нашей работе показано, что присутствие ВПС 
в микробном сообществе не оказывает негативного 
влияния на процесс метанообразования. Напро-
тив, наблюдающееся увеличение количества газов, 
как конечных продуктов в вариантах с добавлени-
ем пластика по сравнению с вариантами без него, 
в разных донорно-акцепторных условиях может 
свидетельствовать о частичной деструкции ВПС 
и возможности его минерализации до СН4 и СО2. 

Также это говорит о функциональных изменениях 
анаэробного микробного сообщества при контакте 
с данными пластиковыми отходами.

По результатам гравиметрии убыль массы об-
разца ВПС составила 2.3% в  НР условиях на 
349 сут эксперимента. Для вариантов в СР и МГ 
условиях показатели были нестабильными, в свя-
зи с  чем невозможно достоверно подтвердить 
убыль массы данных образцов. Это вызвано та-
кой особенностью гравиметрического метода, 
как низкая чувствительность при маленьких зна-
чениях измерений. Исследователи также отмеча-
ют сложность достижения необходимой степени 
очистки образца, особенно для таких пористых 
материалов, как ВПС (Muller, 2005). Также по-
теря массы может быть связана с исчезновени-
ем летучих и растворимых примесей (Lucas et al., 
2008). Следует отметить, что гравиметрия затра-
гивает только ранние стадии процесса биоразло-
жения, но не дает информации о степени мине-
рализации (Zee, 2005). По литературным данным 
для ПС характерна малая скорость разложения. 
Syranidou et al. (2017) показали убыль массы ПС на 
0.19‒4.7% спустя 12 мес. инкубации с различными 
морскими микробными сообществами и пленками 
ПС в качестве единственного источника углерода 
и энергии. В реакторе с анаэробным микробным 
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сообществом удалось достичь биодеструкции ВПС 
до 6.3% за 25 сут (Zhang et al., 2021b).

Для первоначальной оценки биоразложения 
также используют визуальное наблюдение за струк-
турой поверхности полимера (появление шерохо-
ватости, образование отверстий и трещин, измене-
ние цвета) и методы микроскопии – сканирующей 
электронной, атомно-силовой, поляризационной 
(Ba Ho, 2018). В эксперименте с микробным со-
обществом EPa показано, что поверхность пласти-
ка во всех опытных вариантах стала более рыхлой, 
рельефной, появились неровности, трещины и от-
верстия (рис. 6).

Различия на поверхности полимеров также об-
наружены при сравнении необработанных и обра-
ботанных микроорганизмами морского сообщества 
пленок ПС (Syranidou et al., 2017). Образцы, выве-
тренные естественным путем, имели более гладкую 
поверхность без трещин и  отверстий, в  то время 
как инкубация с  морскими консорциумами при-
вела к  увеличению шероховатости и  появлению 

множества трещин. Naz et al. (2013) показали обра-
зование биопленки сообществом активного ила 
на  поверхности ПС  спустя 9 нед. инкубации как 
в аэробных, так и в анаэробных условиях, сопрово-
ждаемое структурными изменениями поверхности 
материала. Отмечено, что на частицах ПС образует-
ся более толстая микробная биопленка, чем на дру-
гих пластиках, таких как полиэтилен и полипропи-
лен. Авторы связывают это с пористостью материала 
и большим количеством складок (Shi et al., 2022).

В культуральной жидкости вариантов с  ВПС 
присутствовало довольно большое количество 
микрочастиц черного цвета и  разного размера 
(рис. 7): в НР условиях – 2.4 × 106/мл, в СР усло-
виях – 1.2 × 106/мл и в МГ условиях – 0.4 × 106/мл. 
В большинстве случаев они обнаруживались в со-
ставе скоплений клеток, но  иногда встречались 
и в свободном состоянии. В контрольных вариантах 
(без клеток) микрочастицы обнаружены не были.

Известно, что микро- и  наночастицы пла-
стика образуются в  результате фрагментации 

Рис. 6. Сканирующая электронная микроскопия поверхности ВПС: а ‒ химический контроль (среда без клеток); 
б – МГ условия; в – НР условия; г ‒ СР условия. Увеличение ×30.
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пластикового мусора, происходящей под действи-
ем абиотических и биотических факторов (Zhang 
et al., 2021a). Однако свидетельства образования 
микропластика в  процессе микробной биодегра-
дации недостаточно представлены в  литературе. 
Мы полагаем, что под действием анаэробного ми-
кробного сообщества происходит медленная частич-
ная деструкция пластинки ВПС путем фрагментации 
с образованием микрочастиц данных отходов, что 
еще раз показывает экологическую опасность пла-
стикового загрязнения. Поскольку на начальных ста-
диях процесса производства вспененного полистиро-
ла образуется гомогенная масса, состоящая из стиро-
ла и различных красителей и добавок, которая затем 
подвергается полимеризации и отвердению, то обна-
руженные твердые микрочастицы могут содержать 
все эти вещества и/или интермедиаты их деструк-
ции. Для определения химического состава микро-
частиц требуются дальнейшие исследования, однако, 

так как в химическом контроле (варианте без клеток) 
микрочастиц не обнаружено, то их наличие в опыт-
ных вариантах свидетельствует, что такая фрагмен-
тация пластинки ВПС – это результат деятельности 
микроорганизмов.

В процессе культивирования микробного со-
общества в контакте с ВПС наблюдали его морфо-
логические изменения. Так, по данным световой 
и сканирующей электронной микроскопии исход-
ное сообщество было представлено различными 
типами палочек и кокков, объединенных в агрега-
ты темного цвета, с преобладанием крупных пря-
мых палочек с обрубленными концами в виде ко-
ротких цепочек и коккобацилл, лежащих попарно 
(доп. материалы, рис. S6). В МГ условиях в при-
сутствии пластика отмечено исчезновение круп-
ных прямых палочек с  обрубленными концами 
в виде коротких цепочек, появление значительно-
го количества крупных кокков в скоплениях и по 

Рис. 7. Световая микроскопия культуральной жидкости микробного сообщества в присутствии ВПС: а ‒ химический 
контроль; б – МГ условия; в – НР условия; г – СР условия. Увеличение ×400.
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отдельности, а также крупных, среднего размера 
и коротких палочек (доп. материалы, рис. S7). В НР 
условиях с  ВПС в  микробном сообществе также 
отмечено исчезновение крупных прямых палочек 
с обрубленными концами в виде коротких цепочек. 
Обнаружено большое количество изогнутых пало-
чек, кокки среднего и маленького размера, отдель-
ные короткие палочки (доп. материалы, рис. S8). 
В  варианте, инкубировавшемся в  СР условиях 
с  пластиком, было отмечено наличие изогнутых 
клеток, а также крупных палочек, крупных и мел-
ких кокков, расположенных отдельно и в скопле-
ниях (доп. материалы, рис. S9). Рост разнообразия 
в микробном сообществе, представленный увели-
чением числа микробных морфотипов, коррелирует 
с результатами профилирования по гену 16S рРНК.

Анализ филогенетического разнообразия ми-
кробных сообществ до и после контакта с ВПС, 
проведенный с помощью высокопроизводитель-
ного секвенирования, показал, что в  исходном 

метаногенном сообществе, адаптированном 
к 2-АБК, значительно преобладают представители 
родов Lysinibacillus (48.0%), Brevibacillus (19.9%), 
Clostridium (5.6%), и Sedimentibacter (5.2%) (рис. 8).

Домен Bacteria при пороге отсечения 1% пред-
ставлен 20-ю таксономическими группами. Предста-
вители домена Archaea совокупно составляют 0.025%. 
При внесении ВПС во всех вариантах (НР, МГ, СР) 
повысилась степень разнообразия сообщества, при 
этом доля домена Archaea выросла до  1.7‒6.0%, 
а бактерий родов Lysinibacillus и Brevibacillus ‒ упала 
до 0.1‒0.3%. В сообществе в МГ, НР и СР условиях 
выявлено 29, 35 и 35 групп соответственно. В МГ ус-
ловиях преобладающими стали Sedimentibacter 
(15.6%), в НР – Lentimicrobium (19.3%), в СР – новая 
группа Desulfovibrio (36.1%). Кроме того, зафиксиро-
вано появление новых групп: рода Syntrophomonas 
(10.2%) и сем. Spirochaetaceae (8.0%) в МГ усло-
виях, рода Desulfitobacterium (6.9%), сем. Spirochae-
taceae (5.8%), Geobacteraceae (7.5%) и Rikenellaceae 

Рис. 8. Тепловая карта распределения 38 доминантных таксономических единиц бактерий и архей по 4 библиоте-
кам, представляющим микробные сообщества до и после контакта с ВПС. Представленность родов рассчитана как 
отношение количества ридов, принадлежащих представителям данного рода, к общему количеству ридов в соот-
ветствующей библиотеке.
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(8.0%) в  НР условиях и  сем. Rikenellaceae (5.3%) 
в СР условиях.

В архейном компоненте сообщества в возрас-
тании доли метаногенов до 2-6% ключевую роль 
сыграли представители родов Methanobacterium 
и Methanosarcina (рис. 9).

Представители преобладающих таксонов извест-
ны как деструкторы ряда сложных органических ве-
ществ и ксенобиотиков. Например, Sedimentibacter 
является деструктором хлорорганических и полици-
клических соединений (Berdugo-Clavijo et al., 2012; 
Gomes et al., 2014), Syntrophomonas известен способ-
ностью к деградации бутирата (Crable et al., 2016; 
Wang et al., 2023), для Lentimicrobium показана ми-
кробная биодеградация битума, а также антибиоти-
ков сульфаметоксазола и триметоприма (Liang et al., 
2019; Pannekens et al., 2021; Song et al., 2021). Хоро-
шо изученным является род сульфатредуцирующих 
бактерий Desulfovibrio, способный к биоразложению 
фенантрена и пирена, нитроцеллюлозы, различных 
фракций сырой нефти (Kim et al., 1995; Giacomucci 
et al., 2012; Dhar et al., 2023).

Кроме того, известно, что по сравнению с от-
дельными штаммами микробные сообщества, бла-
годаря синтрофным взаимодействиям, способны 
более эффективно усваивать сложные субстраты, 
в  том числе химически стабильные и  инертные 
вещества. В  процессе анаэробного разложения 
выделяют следующие стадии: гидролиз, ацидоге-
нез, ацетогенез и метаногенез (Logan et al., 2019; 
Литти и соавт., 2022). Среди доминирующих в ис-
следуемом сообществе групп гидролитическими 
и  ацидогенными являются представители родов 
Lentimicrobium и Sedimentibacter. К представителям 
синтрофных микроорганизмов, осуществляющих 
ацетогенную стадию разложения продуктов бро-
жения до ацетата, относятся синтрофные бактерии 
родов Syntrophomonas, Desulfovibrio и  Geobacter. 
Накопленные ацетат, молекулярный водород 
и углекислоту метаболизируют в метан археи ро-
дов Methanobacterium и Methanosarcina.

Ряд работ также регистрирует значительные 
сдвиги в составе микробных сообществ анаэроб-
ного ила, морской воды, почвы, полигона твердых 
бытовых отходов в присутствии ВПС, ПС или ми-
крочастиц ПС, выражающиеся в смене доминирую-
щих видов и росте таксономического разнообразия 
(Naz et al., 2013; Syranidou et al., 2017; Tourova et al., 
2020; Choi et al., 2021; Vaksmaa et al., 2021; Zhang 
et al., 2021b). Аналогичные изменения в микробном 
компоненте экосистем вызывают и другие синтети-
ческие полимерные материалы (Журина и соавт., 
2022). Таким образом, наши исследования показы-
вают, что отходы ВПС не являются инертными для 
микробного сообщества, и контакт с ними приводит 
к существенным перестройкам его структуры.

Микробные сообщества, благодаря лабильно-
му метаболизму, представляют собой ключевой 
элемент механизма эффективного самоочищения 
окружающей среды от ксенобиотиков, представ-
ленных сложными органическими веществами. 
Деструкция может выражаться в трансформации, 
фрагментации и полной минерализации загрязни-
теля. Внесение полимерных загрязнителей-ксено-
биотиков и попадание интермедиатов их деструк-
ции в окружающую среду может приводить к сдви-
гам в  составе и  функционировании микробных 
сообществ, что отразится на экосистеме в целом. 
Показано, что присутствие отходов ВПС не явля-
ется безразличным для анаэробного микробного 
сообщества. В разных донорно-акцепторных усло-
виях наличие отходов из этого пластика приводит 
к увеличению выделения газов, образования бел-
ка и летучих жирных кислот, снижению рН среды 
и сукцессии сообщества со сменой доминирующих 
групп и увеличением доли метаногенных архей. Об-
наруженные изменения поверхности образца ВПС, 
появление микрочастиц и различия в составе про-
межуточных и конечных продуктов метаболизма 
сообщества могут свидетельствовать о медленной 
частичной деструкции этого вида отходов. Однако 
поскольку для опытов были взяты отходы бытового 

Рис. 9. Тепловая карта распределения 10 доминантных таксономических единиц архей по 4 библиотекам, представ-
ляющим архейный компонент микробных сообществ до и после контакта с ВПС. Представленность родов рассчи-
тана как отношение количества ридов, принадлежащих представителям данного рода, к общему количеству ридов 
в соответствующей библиотеке.
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ВПС, то есть вероятность, что наряду с полимером 
полистирола деградации подвергаются и входящие 
в его состав наполнители (пластификаторы, краси-
тели и т.д.). Способность микроорганизмов к де-
струкции самого полистирола требует дальнейшего 
изучения.
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EXPERIMENTAL ARTICLES 

Structural and Functional Characteristics  
of the Microbial Community Emerging upon Its Contact  

with Extruded Polystyrene Waste

L. I. Shirinkina1, *, Y. V. Taktarova1, M. A. Gladchenko1, A. Y. Merkel2, I. B. Kotova1

1 Moscow State University, Moscow, 119234, Russia
2Winogradsky Institute of Microbiology, Research Center of Biotechnology, Russian Academy of Sciences,  

Moscow, 119071, Russia
*e-mail: pro100tilka@gmail.com

Abstract. Increasing plastic pollution is a serious environmental problem as widespread production and 
inadequate disposal of plastic materials lead to adverse impacts on ecosystems. The research investigated 
the structural and functional features of the anaerobic microbial community in contact with waste 
from extruded polystyrene (XPS) under methanogenic (MG), nitrate-(NR) and sulfate-reducing (SR) 
conditions. It has been shown that the presence of XPS in the microbial community does not have 
a negative effect on the processes of biogas formation, but, on the contrary, leads to an increase in the 
yield of methane and volatile fatty acids and a change in their ratio. Microparticles of different sizes were 
found in the culture fluid of variants with XPS: in NR conditions ‒ 2.4 × 106/ml, in SR conditions ‒ 
1.2 × 106/ml and in MG conditions ‒ 0.4 × 106/ml, while in control variants microparticles was not found. 
Using scanning electron microscopy, it was revealed that in all experimental variants the surface of the 
polymer became looser, more textured, and irregularities, cracks and holes appeared. Increased diversity 
in the microbial community, associated with an increase in the number of microbial morphotypes, 
correlates with the results of high-throughput sequencing of  the 16S rRNA gene. When XPS was 
introduced into an anaerobic community incubated in different donor-acceptor conditions, the number 
of groups of microorganisms included in it increased and the proportion of representatives of hydrolytic 
and acidogenic bacteria (Sedimentibacter, Lentimicrobium), acetogenic syntrophs (Syntrophomonas, 
Desulfovibrio, Geobacter) and methanogenic archaea (Methanosarcina, Methanobacterium) increased. Our 
study shows that waste from XPS is not inert for the microbial community and contact with it leads 
to significant changes in its structure and functioning. However, since the experiments were carried out 
using household XPS containing various fillers in addition to the main polymer, there is a possibility 
that, along with polystyrene, additional substances included in its composition (plasticizers, dyes, etc.) 
are also subject to degradation. The ability of microorganisms to destroy the polymer itself requires 
further research.

Keywords: extruded polystyrene, anaerobic microbial community, methanogenesis, nitrate reduction, sulfate 
reduction
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Образование биопленок на абиотических поверхностях в пищевом секторе является серьезной про-
блемой для общественного здравоохранения. Фактически, биопленки представляют собой постоян-
ный источник патогенов, таких как Listeria monocytogenes и бактерии рода Salmonella sp. Способность 
к образованию поливидовых биопленок патогенами и микроорганизмами порчи представляет се-
рьезную опасность при производстве безопасной продукции и является одной из причин устойчи-
вой циркуляции микроорганизмов в условиях мясоперерабатывающих предприятий. В ходе работы 
46 выделенных из объектов производственной среды и пищевых продуктов штаммов микроорганиз-
мов были протестированы на способность к формированию биопленок при различных температурах. 
Проанализированные патогенные штаммы (Listeria monocytogenes, Salmonella sp.) и микроорганизмы 
порчи (Pseudomonas sp.) обладали адгезией на абиотической поверхности с последующим формирова-
нием стойкой биопленки. Низкая положительная температура не являлась ограничивающим факто-
ром в способности образовывать биопленки. Через 24 ч инкубирования представители бактерий родов 
Listeria и Salmonella sp. формировали стойкие биопленки при (4°C). Показана способность формиро-
вать биопленки на различных абиотических поверхностях, представленных в мясной промышленно-
сти (кафель, стекло, пластик). Было изучено синергетическое взаимодействие представителей родов 
Listeria, Salmonella и Pseudomonas при формировании смешанных биопленок при 4°С. Комбинации 
патогенного микроорганизма и представителя рода Pseudomonas значительно отличались по интен-
сивности формирования биопленок по сравнению с комбинациями из двух патогенов. Это указывает 
на значимость этого вида в синергетическом взаимодействии среди микроорганизмов.

Ключевые слова: биопленки, Listeria monocytogenes, объекты производственной среды, Pseudomonas sp., 
Salmonella sp.

DOI: 10.31857/S0026365624050072

Одной из форм выживания микроорганизмов 
является их способность к формированию биопле-
нок. Активное изучение проблемы началось в конце 
XX века, когда стало понятно, что многие заболе-
вания вызваны полимикробными биопленками. 
До сих пор это направление активно развивается 
главным образом только в медицине. Биопленки 
представляют собой сложные экосистемы, обычно 
состоящие из более чем одного вида микроорга-
низмов, погруженных во множество внеклеточных 

полимеров, в зависимости от взаимодействия меж-
ду микробными клетками, поверхности фикса-
ции и условий окружающей среды (Ferreira et al., 
2014). По зарубежным оценкам перекрестное за-
ражение в результате развития биопленок является 
риском, вызывающим 25% вспышек пищевых от-
равлений. Тем не менее до сих пор применяемые 
санитарные подходы на предприятиях по перера-
ботке продуктов питания не  только позволяют 
биопленкам формироваться и созревать, но также 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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не могут обеспечить их удаление с поверхностей, 
контактирующих с пищевыми продуктами. Такие 
структуры обеспечивают защиту, адаптивность 
и  устойчивость микроорганизмов, состоящих 
в этой матрице, становясь источником загрязне-
ния окружающей среды на пищевых предприятиях 
и продуктов питания (Kadam et al., 2013; Lee et al., 
2017). Бактерии в биопленках, как правило, хоро-
шо защищены от воздействия окружающей среды 
и антимикробных веществ, таких как антибиотики 
(Hoiby et al., 2010), дезинфицирующие средства, 
и, как следствие, их чрезвычайно трудно уничто-
жить (Burmolle et al., 2010). Особую устойчивость 
представляют поливидовые биопленки (Wicaksono 
et al., 2022). Это связано с тем, что они генери-
руют межвидовые взаимодействия для обмена 
метаболитами, производства сигнальных моле-
кул и генетического обмена, которые повышают 
устойчивость (Burmolle et al., 2014; González-Rivas 
et al., 2018).

Образование биопленок патогенами пищевого 
происхождения представляет серьезную проблему 
в пищевой промышленности. Патогенные микро-
организмы способны образовывать биопленки и со-
храняться в течение длительного времени, способ-
ствуя загрязнению пищевых продуктов. Salmonella 
sp. и Listeria monocytogenes являются одними из наи-
более важных возбудителей болезней пищевого 
происхождения во многих странах (Margas et al., 
2014). Биопленки L. monocytogenes на  поверхно-
стях, контактирующих с пищевыми продуктами, 
были идентифицированы как важный путь перси-
стенции патогенов и  последующего загрязнения 
продукта (Pažin et al., 2018; Rodríguez-Campos et al., 
2019). Иногда в  сообществах биопленок присут-
ствуют ключевые виды, которые, независимо от их 
доли, часто участвуют в стимулировании образо-
вания биопленки у других видов, а также в защите 
других членов сообщества от внешних стрессоров 
(Parijs, Steenackers, 2018; Karki et al., 2021). Бакте-
рии, вызывающие порчу, такие как представители 
рода Pseudomonas, образуют биопленки, которые 
обеспечивают защитную матрицу для выживших 
патогенных клеток, и могут перекрестно загряз-
нять поверхности на  различных этапах произ-
водства пищевых продуктов (Lindsay et al., 2002). 
Важным аспектом, который пока еще не до кон-
ца изучен, являются межвидовые взаимодействия 
в биопленках, распространенных в пищевой про-
мышленности. В этой связи углубленное изучение 
природы образования, обнаружения и синергети-
ческого взаимодействия между микроорганиз-
мами имеет высокую значимость для снижения 
риска возникновения вспышек болезней пище-
вого происхождения, влияющих на здоровье на-
селения (Jahid, Ha, 2012).

Большинство исследований, проведенных 
ранее, были сосредоточены на  формировании 

биопленок патогенами при оптимальных для их ро-
ста температурах, которые не являются типичными 
для производственных помещений на пищевых пред-
приятиях. Однако до сих пор недостаточно информа-
ции о способности микроорганизмов формировать 
биопленки при низких положительных температу-
рах, характерных для пищевых производств, а также 
о синергетическом взаимодействии различных видов 
при таких условиях.

Целью исследования было оценить способности 
бактерий родов Salmonella, Pseudomonas и Listeria 
(в том числе патогенных L. monocytogenes) фор-
мировать биопленки на абиотических поверхно-
стях при различных температурах, а также оценить 
роль синергетического взаимодействия исследу-
емых штаммов в  формировании биопленочного 
сообщества.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования. В  качестве объектов 
исследований были выбраны 46 штаммов различ-
ных видов микроорганизмов, выделенных с объ-
ектов производственной среды мясоперерабаты-
вающего и  птицеперерабатывающего предприя-
тий и мясных продуктов. Из них 22 представителя 
рода Pseudomonas, 15 штаммов Listeria sp. (из них 
12 штаммов Listeria monocytogenes, 2 штамма Listeria 
welshimeri и 1 штамм Listeria innocua), 9 штаммов бак-
терий рода Salmonella. Подробное описание источ-
ников выделения штаммов представлено в таблице.

Все штаммы были протестированы на их спо-
собность образовывать биопленки в монокультуре 
на  полистирольных поверхностях. Образование 
биопленки бактериями рода Salmonella и Listeria 
оценивали при 37°C, оптимальной температуре 
роста исследуемых микроорганизмов, а  также 
при 4°C – низкой положительной температуре, 
характерной для помещений на пищевых пред-
приятиях. Образование биопленки бактериями 
рода Pseudomonas оценивали при 4°C.

Для изучения синергетического взаимодействия 
были сформированы многовидовые биопленки: 
Pseudomonas tolaasii + Salmonella sp., S31; Pseudomonas 
tolaasii + Listeria monocytogenes 12; Listeria monocy-
togenes 12 + Salmonella sp., S31; Pseudomonas tolaasii + 
Listeria monocytogenes 12 + Salmonella sp., S31.

Определение способности образовывать био-
пленки. Способность к  образованию биопленок 
изучали in vitro в микротитровальных планшетах. 
Для этого ночную бульонную культуру бактерий 
разводили в  соотношении 1: 100 в  LB бульоне 
(“Becton Dickinson”, США) и вносили по 150 мкл 
в лунки 96-луночного плоскодонного полистиро-
лового планшета (“Corning”, США). После инку-
бации в термостате (“Binder”, Германия) при 37°С 
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Таблица. Характеристика объектов выделения штаммов микроорганизмов, использованных в исследовании

Тип предприятия/ 
пищевой продукт 

Производственное 
помещение Объект выделения Микроорганизм

Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Лента транспортера Listeria monocytogenes (L1)
Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Внутрицеховая тара Listeria welshimeri (L2)
Мясоперерабатывающее Машинное отделение Клипсатор Listeria monocytogenes (L3)
Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Напольная тележка № 1 Listeria monocytogenes (L4)
Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Напольная тележка № 2 Listeria monocytogenes (L5)
Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Напольная тележка № 3 Listeria monocytogenes (L6)
Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Конвейер Listeria monocytogenes (L7)
Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Конвейер Listeria monocytogenes (L8)
Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Конвейер Listeria monocytogenes (L9)
Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Конвейер Listeria monocytogenes (L10)

Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Стол из нержавеющей стали 
(боковая поверхность) Listeria welshimeri (L11)

Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Стол из нержавеющей стали 
(боковая поверхность) Listeria monocytogenes (L12)

Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Колесо напольной тележки 
№ 1 Listeria monocytogenes (L13)

Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Колесо напольной тележки 
№ 2 Listeria monocytogenes (L14)

Мясоперерабатывающее Сырьевой цех Колесо напольной тележки 
№ 3 L. innocua (L15)

Пищевой продукт Цех реализации Полуфабрикат из свинины 
(фарш) Salmonella sp. (S3)

Пищевой продукт Цех реализации Полуфабрикат из свинины 
(фарш) Salmonella sp. (S10)

Пищевой продукт Цех реализации Полуфабрикат из свинины 
(фарш) Salmonella sp. (S12)

Пищевой продукт Цех реализации Полуфабрикат из свинины 
и говядины (пельмени) Salmonella sp. (S17) 

Пищевой продукт Цех реализации Полуфабрикат из мяса  
птицы (голень) Salmonella sp. (S22)

Пищевой продукт Цех реализации Полуфабрикат из мяса  
птицы (филе куриное) Salmonella sp. (S24)

Пищевой продукт Цех реализации Полуфабрикат из свинины 
(котлета) Salmonella sp. (S30) 

Пищевой продукт Цех реализации Полуфабрикат из мяса  
птицы (голень) Salmonella sp. (S31)

Пищевой продукт Цех реализации Полуфабрикат из свинины 
(стейк) Salmonella sp. (S38)

Птицекомбинат Цех разделки  
и упаковки мяса птицы Внутрицеховая тара Pseudomonas gessardii

Птицекомбинат Цех разделки  
и упаковки мяса птицы

Металлическая цепь 
конвейера Pseudomonas azotoformans

Птицекомбинат Цех разделки  
и упаковки мяса птицы

Лента конвейера  
упаковочной линии

Pseudomonas mandelii 
	

Птицекомбинат
Цех убоя и первичной 

обработки тушек, 
участок потрошения

Цепь конвейера 
субпродуктов Pseudomonas marginalis

Птицекомбинат
Цех убоя и первичной 

обработки тушек,  
участок удаления пера

Кафельная стена на участке 
удаления пера Pseudomonas mendocina
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во влажной камере, интенсивность роста культуры 
оценивали в  фотометре (Multiskan FC, “Thermo 
Scientific”, США) при длине волны 540 нм. Затем 
удаляли планктонные клетки и в лунки вносили по 
150 мкл 0.1% раствора кристаллического фиолето-
вого (“Servicebio”, Китай) с экспозицией 1 ч для 

окраски сформировавшихся биопленок. После 
окраски биопленки трижды промывали дистилли-
рованной водой с последующим внесением 150 мкл 
96% этанола для экстракции связавшегося с био-
пленками красителя. По истечении 1 ч оптическую 
плотность красителя, экстрагированного спиртом, 

Тип предприятия/ 
пищевой продукт 

Производственное 
помещение Объект выделения Микроорганизм

Птицекомбинат Цех убоя и первичной 
обработки тушек, 

Кафельная стена на участке 
удаления пера Pseudomonas mosselli

Птицекомбинат Участок охлаждения 
парных тушек Внутрицеховая тара Pseudomonas orientalis

Птицекомбинат Участок охлаждения 
парных тушек

Металлическая цепь 
конвейера Pseudomonas proteolytica

Птицекомбинат Цех убоя и первичной 
обработки тушек

Участок потрошения, 
машина перенавески 

(станина)
Pseudomonas putida

Птицекомбинат Цех разделки  
и упаковки мяса птицы

Лента конвейера  
упаковочной линии

Pseudomonas savastanoi ssp 
savastanoi

Птицекомбинат Цех разделки  
и упаковки мяса птицы

Машина для обвалки бедра 
(конденсат с поверхности 
машины, не контактирую-

щей с продуктом)
Pseudomonas synxantha

Птицекомбинат Цех разделки  
и упаковки мяса птицы

Машина для обвалки бедра 
(конденсат с поверхности 
машины, не контактирую-

щей с продуктом)
Pseudomonas tolaasii

Птицекомбинат Цех убоя и первичной 
обработки тушек 

Кафельная стена на участке 
удаления пера Pseudomonas aeroginosa

Птицекомбинат Участок охлаждения 
парных тушек Внутрицеховая тара Pseudomonas azotoformans

Птицекомбинат Участок охлаждения 
парных тушек

Стена рядом с ванной 
охлаждения Pseudomonas brenneri

Птицекомбинат Участок охлаждения 
парных тушек

Колесо напольной тележ-
ки для транспортирования 

сырья 
Pseudomonas fluorescens

Птицекомбинат Цех разделки  
и упаковки мяса птицы

Машина для обвалки бедра 
(станина) Pseudomonas fragi

Птицекомбинат Участок охлаждения 
парных тушек

Стена рядом с ванной 
охлаждения Pseudomonas fuscovaginae

Птицекомбинат Цех разделки  
и упаковки мяса птицы

Лента конвейера  
упаковочной линии Pseudomonas gessardii

Птицекомбинат Участок охлаждения 
парных тушек

Металлическая цепь 
конвейера Pseudomonas grimonti

Птицекомбинат Цех разделки  
и упаковки мяса птицы

Машина для обвалки бедра 
(конденсат с поверхности 
машины, не контактирую-

щей с продуктом)
Pseudomonas koreensis

Птицекомбинат Цех разделки  
и упаковки мяса птицы

Машина для обвалки бедра 
(конденсат с поверхности 
машины, не контактирую-

щей с продуктом)
Pseudomonas libanensis

Продолжение таблицы
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измеряли на фотометре при длине волны 540 нм. 
Контролем служили лунки, заполненные стериль-
ным бульоном. Превышение оптической плотно-
сти кристаллического фиолетового над контролем 
свидетельствовало об  образовании бактериями 
биопленок. Способность штаммов к образованию 
биопленок (соответственно, и штаммы как проду-
центы биопленок) классифицировали с использова-
нием следующей шкалы: нет биопленкообразования 
(OD540 = 0) → очень слабое (0 < OD540 < 0.2) → слабое 
(0.2 < OD540 < 0.4) → сильное (0.4 < OD540 < 1.0) → 
очень сильное (OD540 > 1.0).

Изучение способности формировать биопленки 
на различных абиотических поверхностях. Для из-
учения in  vitro способности микроорганизмов 
формировать биопленки на  твердых поверхно-
стях заранее подготавливали стерильные образцы 
подложек (кафель, сталь, серый пластик и белый 
пластик) размером 0.05 × 0.05 мм и переносили 
в стерильные пробирки. Ночную бульонную куль-
туру исследуемых бактерий разводили в соотноше-
нии 1: 100 LB бульоне (“Becton Dickinson”, США) 
и вносили в пробирки с подложками в таких объе-
мах, чтобы жидкость полностью покрывала образцы 
подложек; инкубирование проводили в термостате 
(ХТ-3/70; ЗАО “Пять Океанов”, Россия) при 4°С. 
Для визуализации подложки с бактериями, после 
инкубации и промывания несколько раз физиологи-
ческим раствором, окрашивали флуоресцентными 
красителями Live/Dead Biofilm Viability Kit (“Thermo 
Fisher”, США) согласно инструкции и проводили 
микроскопию на  микроскопе с  флуоресцентным 
объективом (ВХ43F; “Olympus”, Япония). Живые 

клетки выявляли по  флуоресценции зеленного 
цвета, а мертвые – красного.

Статистический анализ. Все исследования про-
водили в двукратной повторности; каждый повтор 
включал два параллельных опыта. При измерении 
значения оптической плотности средние значения 
и экспериментальные ошибки определяли, исполь-
зуя среднее отклонение экспериментальных зна-
чений от функции среднего значения с помощью 
Microsoft Office Excel 2010. Различия между значе-
ниями считались значимыми, если они превышали 
уровень экспериментальной ошибки (обычно 20% 
или менее), в соответствии с t-критерием Стьюден-
та для p = 0.05. Результаты были рассчитаны как 
“среднее значение ± стандартная ошибка”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В общей сложности 46 бактериальных штаммов, 
циркулирующих в мясной и птицеперерабатываю-
щей промышленности на объектах производствен-
ной среды и различных пищевых продуктах, были 
протестированы на их способность образовывать 
биопленки в монокультуре на полистирольных по-
верхностях. Образование биопленки изолятами 
оценивали при 37°C ‒ оптимальной температуре 
роста исследуемых микроорганизмов. В результате 
оценки биопленкообразующей способности при 
температуре 37°C среди представителей бактерий 
рода Listeria установлено, что все штаммы Listeria 
sp. формировали слабые или сильные биопленки 
в течение 24 ч культивирования (рис. 1). Такой спо-
собностью обладали не только непатогенные виды 
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Рис. 1. Формирование биопленок при температуре 37°C бактериями рода Listeria, циркулирующими в мясной про-
мышленности: a – 24 ч инкубирования, b – 72 ч инкубирования; 1 – Listeria monocytogenes (L1), 2 – L. welshimeri 
(L2), 3 – L. monocytogenes (L3), 4 – L. monocytogenes (L4), 5 – L. monocytogenes (L5), 6 – L. monocytogenes (L6), 7 – 
L. monocytogenes (L7), 8 – L. monocytogenes (L8), 9 – L. monocytogenes (L9), 10 – L. monocytogenes (L10), 11 – L. welshimeri 
(L11), 12 – L. monocytogenes (L12), 13 – L. monocytogenes (L13), 14 – L. monocytogenes (L14), 15 – L. innocua (L15), 
16 – контроль.
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листерий, такие как Listeria welshimeri и  Listeria 
innocua, но и патогенные ‒ L. monocytogenes.

Было отмечено, что при 37оС время инкубиро-
вания напрямую влияло на интенсивность фор-
мирования биопленок. Адгезия микроорганиз-
мов увеличивалась с увеличением времени куль-
тивирования. По истечении 72 ч все 15 штаммов 
листерий продемонстрировали сильную способ-
ность к образованию биопленок.

Salmonella sp. являются одним из наиболее важ-
ных возбудителей болезней пищевого происхожде-
ния во многих странах, включая Россию. Биоплен-
кообразующая способность штаммов Salmonella sp. 
также зависела от времени инкубирования (рис. 2). 
При скрининге 9 штаммов Salmonella sp. в план-
шетах для микротитрования было обнаружено, 
что значения OD540 варьировало через 24 ч от 0.292 
до 0.490, через 48 ч от 0.351 до 0.634 и через 96 ч ‒ 
от 0.489 до 1.512.

Увеличение времени инкубирования приводило 
к большему накоплению биомассы культуры. Сре-
ди сальмонелл были выделены 3 штамма S10, S12 
и S22 с очень сильной биопленкообразующей спо-
собностью (оптическая плотность через 96 ч выра-
щивания ‒ более 1.0). Было отмечено, что среди 
большинства штаммов Salmonella sp. максималь-
ный скачок в  накоплении биомассы биопленок 
происходил после 48 ч культивирования.

Влияние температуры на скорость формирования 
биопленки. Немаловажное значение в формирова-
нии биопленок играет температура. Обычно тем-
пература в производственных цехах по переработке 
мяса, в том числе мяса птицы, составляет не выше 
12°C. На многих предприятиях, в целях увеличения 
сроков годности конечной продукции, в производ-
ственных помещениях, где проводятся операции 

по переработке сырья, температура воздуха сниже-
на до 4‒8°С. Изучение возможности формирования 
биопленок при низких положительных температу-
рах вносит вклад в понимание механизмов выжива-
ния и распространения патогенных микроорганиз-
мов по цепочке производства пищевой продукции. 
В этой связи способность к образованию биопленки 
у исследуемых микроорганизмов была оценена при 
температуре 4°C, имитируя условия окружающей 
среды на  мясоперерабатывающих предприятиях 
и птицекомбинатах.

Низкая положительная температура (4°C) не яв-
лялась ограничивающим фактором в способности 
образовывать биопленки. Через 24 ч инкубирова-
ния представители бактерий рода Listeria, в том 
числе патогенные Listeria monocytogenes, форми-
ровали стойкие биопленки при низкой положи-
тельной температуре (рис. 3).

В первые сутки культивирования при 4°C все 
штаммы формировали слабые или сильные био-
пленки, при этом 4 штамма показали себя силь-
ными продуцентами биопленок, в  соответствии 
с  выше представленной шкалой. У  трех штам-
мов Listeria monocytogenes 10, L. monocytogenes 11 
и L. monocytogenes 15 скорость формирования био-
пленки была выше при 4°C, чем при 37°C.

Listeria monocytogenes, один из основных пато-
генов пищевой промышленности, вызывает оза-
боченность в отношении безопасности пищевых 
продуктов из-за его способности образовывать 
биопленку и сохраняться как на объектах пище-
вой промышленности, так и в пищевых продуктах. 
Способность L. monocytogenes формировать био-
пленки при низких температурах, соответствующих 
условиям внешней среды при переработке и хра-
нении пищевых продуктов, повышает вероятность 
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Рис. 2. Формирование биопленок при температуре 37°C бактериями рода Salmonella, циркулирующими в мясной 
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перекрестного загрязнения. Фенотип биопленки 
листерий характеризуется повышенной устойчиво-
стью к воздействию окружающей среды, включая 
устойчивость к антибиотикам и другим дезинфи-
цирующим средствам, что вызывает ряд проблем 
в  здравоохранении, пищевой промышленности 
и других областях. Проведенные исследования по-
казали, что L. monocytogenes способна формировать 
биопленки уже за сутки при температуре всего 4°С.

На предприятиях пищевой промышленности по-
тенциальными источниками загрязнения L. monocy-
togenes являются абиотические поверхности произ-
водственной среды, такие как стены и пол, системы 
очистки воздуха, вспомогательное оборудование 
(Ciccio et al., 2012). На формирование биопленки 
L. monocytogenes влияет множество условий: тем-
пература окружающей среды (Bonaventura et  al., 
2008; Moltz, Martin, 2005), характер адгезионной 
поверхности и  ее гидрофобность (Midelet et  al., 
2006). В аналогичном исследовании Di Bonaventura 
et  al. (2008) проанализировали образование био-
пленки 44 различными изолятами L. monocytogenes 
на разных поверхностях при четырех температурах 
(4, 12, 22 и 37°C). Согласно полученным результа-
там, L. monocytogenes были способны образовывать 
биопленки при 4 и 12°C с более высокой интен-
сивностью на стекле по сравнению с более гидро-
фобной нержавеющей сталью и  полистиролом. 
С другой стороны, Bonsaglia et al. (2014) наблю-
дали образование биопленки при температурах, 
подобных температуре холодильных камер (4°C) 
на разных поверхностях, с более высоким уров-
нем биопленкообразования на нержавеющей стали 

и  стекле по  сравнению с  полистиролом. Также 
Norwood, Gilmour (2001) сообщили о двух изоля-
тах L. monocytogenes, которые обладали одинаковой 
способностью к адгезии при 4 и 30°C.

Исследованные штаммы бактерий рода Sal-
monella sp. обладали способностью формировать 
биопленки при 4°С, в целом, незначительно усту-
павшей способности, продемонстрированной при 
37°C (рис. 4).

Способность к образованию биопленки Salmo-
nella sp. в зависимости от времени инкубирования 
варьировала от слабой до сильной. Через 48 ч ин-
кубирования только два штамма ‒ Salmonella sp. 
S12 и Salmonella sp. S22 ‒ были отнесены к силь-
ным продуцентам биопленок. Однако к 96 ч ин-
кубирования только один штамм S30 оставался 
слабым продуцентом биопленки. Оставшиеся 
штаммы продемонстрировали прирост биомассы 
и являлись сильными и очень сильными проду-
центами биопленок. Было отмечено, что для фор-
мирования биопленок бактериями рода Salmonella 
необходимо более длительное время. Снижение 
температуры инкубации может уменьшить рост 
бактерий, но также может способствовать образо-
ванию биопленки, поскольку штаммы способны 
экспрессировать компоненты, которые не были 
продуцированы в других благоприятных условиях, 
однако для этого может быть необходимо более 
длительное время (Stepanović et al., 2003; Lianou, 
Koutsoumanis, 2012).

Несмотря на  медленное формирование био-
пленочных сообществ штаммами Salmonella 
sp., другими авторами также была установлена 
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Рис. 3. Формирование биопленок при температуре 4°C бактериями рода Listeria, циркулирующими в мясной про-
мышленности: a – 24 ч инкубирования, b – 48 ч инкубирования; 1 – Listeria monocytogenes (L1), 2 – L. welshimeri 
(L2), 3 – L. monocytogenes (L3), 4 – L. monocytogenes (L4), 5 – L. monocytogenes (L5), 6 – L. monocytogenes (L6), 7 – L. 
monocytogenes (L7), 8 – L. monocytogenes (L8), 9 – L. monocytogenes (L9), 10 – L. monocytogenes (L10), 11 – L. welshimeri 
(L11), 12 – L. monocytogenes (L12), 13 – L. monocytogenes (L13), 14 – L. monocytogenes (L14), 15 – L. innocua (L15), 
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способность сальмонелл образовывать биоплен-
ки при низких положительных температурах. Так, 
показана возможность формирования биопленки 
у 39.5% исследуемых штаммов при 3°C – темпе-
ратуре, соответствующей холодильному хранению 
пищевых продуктов (Borges et al, 2018).

Способность к адгезии на различных поверх-
ностях проявляют не только патогенные микро-
организмы, но  и условно-патогенные, напри-
мер, представители рода Pseudomonas. Бактерии 
рода Pseudomonas легко образуют биопленки 
на различных типах поверхностей (Masák et al., 
2014). В проведенном исследовании все штам-
мы Pseudomonas sp. проявляли сильную способ-
ность к  адгезии на  абиотической поверхности 
через 48 ч (рис. 5). Значение OD540 варьировало 
от 0.495 до 0.997. Увеличение времени культиви-
рования проводило к дальнейшему формированию 
и нарастанию биопленки. После 72 ч инкубирова-
ния 4 представителя Pseudomonas показали способ-
ность к очень сильному образованию биопленок 
(OD450 > 1.0).

Увеличение времени инкубирования до 72 ч не 
у всех исследуемых штаммов сопровождалось уве-
личением биомассы. У 9 видов Pseudomonas gessar-
dii, P. mandell, P. marginalis, P. mendocina, P. mosselli, 
P. orientalis, P. proteolytica, P. putida, P. savastanoi spp., 
P. synxantha, P. tolaasii, P. aeruginosa, P. azotoformans, 
P. brenneri, P. fluorescens, P. fragi, P. fuscovaginae с 48 
до 72 ч культивирования прирост биомассы про-
исходил не  более, чем на 0.1 единицу оптиче-
ской плотности. В  то же  время у  двух штаммов 
P.  aeroginosa и  P. azotoformans значение оптиче-
ской плотности увеличилось более, чем в 2 раза, 

что свидетельствовало об интенсивном форми-
ровании биопленок. Тем не менее все исследуе-
мые представители Pseudomonas sp. были отнесены 
к сильным продуцентам биопленок.

Для подтверждения формирования биопленок 
были сформированы биопленки при 4°С на сте-
клянной поверхности с дальнейшим окрашиваем 
флуоресцентными красителями, позволяющи-
ми дифференцировать живые и мертвые клетки. 
С помощью флуоресцентной микроскопии было 
подтверждено, что изучаемые микроорганизмы 
формировали биопленки на стеклянной поверх-
ности (рис. 6).

Поскольку биопленки могут присутствовать 
на  абиотических поверхностях пищевых произ-
водств, была изучена способность формирова-
ния биопленки (на примере патогенной Listeria 
monocytogenes 12) на материалах, разрешенных для 
производственной среды предприятий и  широ-
ко применяемых для изготовления разделочных 
досок, столешниц, раковин, технологического 
и вспомогательного оборудования и пр. В качестве 
таких материалов были выбраны кафель, нержаве-
ющая сталь и два вида пластика (белый и серый). 
Снимки, полученные с помощью флуоресцентной 
микроскопии и подтверждающие формирование 
биопленок, представлены на рис. 7.

Как показано на рис. 7, биопленки, сформиро-
ванные Listeria monocytogenes 12, демонстрировали 
зеленую флуоресценцию, что свидетельствова-
ло о наличии “живых” микроорганизмов. Клетки 
равномерно распределялись на различных абиоти-
ческих поверхностях через 24 ч после начала обра-
зования биопленки.
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Рис. 4. Формирование биопленок при температуре 4°C бактериями рода Salmonella, циркулирующими в мясной про-
мышленности: а – 24 ч инкубирования, b – 48 ч инкубирования, с – 96 ч инкубирования; 1 – Salmonella sp. (S3), 2 – 
Salmonella sp. (S10), 3 – Salmonella sp. (S12), 4 – Salmonella sp. (S17), 5 – Salmonella sp. (S22), 6 – Salmonella sp. (S24), 
7 – Salmonella sp. (S30), 8 – Salmonella sp. (S31), 9 – Salmonella sp. (S38), 10 – контроль.



596	 ЮШИНА  и др.

МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 5 2024

Рис. 6. Биопленки микроорганизмов на поверхности стекла, сформированные в течение 24 ч при 4°С. Флуоресцент 
ная микроскопия, краситель SYTO© 9. Масштабная линейка ‒ 50 мкм.

Рис. 7. Биопленки Listeria monocytogenes 12, сформированные на различных абиотических поверхностях в течение 
24 ч при 4°С. Масштабная линейка ‒ 50 мкм.

О
п

ти
ч

ес
ка

я 
п

ло
тн

о
ст

ь,
 О

D
54

0
1.4

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

1a 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 6a 6b 7a 7b 8a 8b 9a 9b 10
a

10
b

11
a

11
b

12
a

12
b

13
a

13
b

14
a

14
b

15
a

15
b

16
a

16
b 

 

5a 5b 17
a

17
b 

 

18
a

18
b 

 
19

a
19

b 
 

20
a

20
b 

 

21
a

21
b 

 
22

a
22

b 
 

23
a

23
b 

 

Рис. 5. Формирование биопленок при температуре 4°C бактериями рода Pseudomonas, циркулирующими в мясной 
промышленности: а – 48 ч инкубирования, b – 72 ч инкубирования; 1 – Pseudomonas gessardii, 2 – P. azotoformans, 
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savastanoi spp, 11 – P. synxantha, 12 – P. tolaasii, 13 – P. aeruginosa, 14 – P. azotoformans, 15 – P. brenneri, 16 – P. fluorescens, 
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Роль синергического взаимодействия различных 
штаммов в формировании биопленочного сообщества. 
В природе биопленки обычно состоят из несколь-
ких видов бактерий, включая как патогены пище-
вого происхождения, так и условно-патогенные 
микроорганизмы. Лучшее понимание синергети-
ческого взаимодействия между видами и того, как 
эффективно удалять биопленки смешанных видов 
с абиотических поверхностей на предприятиях пи-
щевой промышленности, может помочь снизить 
риск загрязнения пищевых продуктов. Было из-
учено образование биопленок смешанных видов 
представителей родов Listeria (b), Salmonella (с) 
и Pseudomonas (а) при 4°С (рис. 8).

Развитие биопленки при совместном куль-
тивировании представителей родов Pseudomonas 
и Salmonella значительно усиливалось, особенно 
через 48 ч (рис. 8). Вероятнее всего, это связано 
с более интенсивной способностью Pseudomonas 
как к  росту, так и  к формированию биопленки. 
Смешанные биопленки, в состав которых входит 
Pseudomonas sp., развивались быстрее и достига-
ли больших значений OD540, чем моновидовые 
биопленки патогенных микроорганизмов. Через 
24 ч инкубирования наибольшая синергия (увели-
чение массы биопленки) в биопленках наблюда-
лась в комбинации AB, AC и ABC, в состав которых 
входил Pseudomonas tolaasii, который был способен 
быстро образовывать сильную биопленку в моно-
культуре. При увеличении времени инкубирования 
до 48 ч, по-прежнему наибольший синергический 
эффект наблюдался в тех же комбинациях. Сме-
шанная биопленка Salmonella sp., S31 + Listeria 

monocytogenes 12 обладала наименьшей синергией, 
как через 24, так и  через 48 ч  культивирования. 
Биопленка из комбинации двух патогенных ми-
кроорганизмов была более интенсивна по сравне-
нию с их монобиопленками, однако комбинации 
патогенного микроорганизма и представителя рода 
Pseudomonas значительно отличались по интенсив-
ности формирования биопленок. Это указывает 
на значимость этого вида в синергетическом вза-
имодействии среди микроорганизмов в процессе 
образования биопленок.

Изучение синергетических и негативных взаи-
модействий в биопленках ведется постоянно. Недав-
ние исследования показали, как присутствие опре-
деленных видов бактерий в сообществе значительно 
влияет на потенциал формирования биопленки или 
на рост других видов либо в результате кооперативно-
го, либо конкурентного взаимодействия. Например, 
было показано, что присутствие антагонистических 
веществ, продуцируемых штаммами B. cereus, нега-
тивно влияло на рост Listeria monocytogenes в двух-
видовых биопленках (Alonso et al., 2020). В другом 
исследовании сообщалось, что Pseudomonas putida, 
вид бактерий, обитающий в  системах питьевой 
воды на птицефермах, ингибирует рост и образо-
вание биопленки Salmonella java в смешанной куль-
туре (Maes et al., 2020). Штаммы L. monocytogenes 
пищевого происхождения демонстрируют значи-
тельные различия в конкурентном росте в различ-
ных условиях биопленки со смешанными видами 
(Heir et al., 2018). Наши результаты показали, что 
синергетические взаимодействия в  многовидо-
вых биопленках зависят от видового состава. Sadiq 
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Рис. 8. Синергетические взаимодействия при формировании биопленок трех видов штаммов при температуре 4°C: 
1 – 24 ч инкубирования, 2 – 48 ч инкубирования; A – Pseudomonas tolaasii; B – Salmonella sp. (S31); C – Listeria 
monocytogenes (L12).
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et al. (2023) при исследовании многовидовых био-
пленок, образованных изолятами, полученными 
из производственной среды мясоперерабатываю-
щих предприятий, установили, что P. azotoformans 
способствовал образованию синергетической био-
пленки чаще, чем другие, поскольку он являлся 
частью всех четырех видовых комбинаций биопле-
нок, демонстрирующих более высокий синергизм 
(Sadiq et al., 2023).

Выявленная способность к формированию био-
пленок у всех исследуемых штаммов может при-
вести к усилению патогенности и провоцировать 
проблемы с безопасностью пищевых продуктов. 
В  проведенном исследовании было отмечено, 
что на  образование биопленки исследуемыми 
микроорганизмами влияли как температура ин-
кубации, так и  время. Биопленки патогенных 
Salmonella sp. и Listeria monocytogenes с OD540 > 0.4 
могут быть получены при 4°C уже через 24 ч инку-
бации. L. monocytogenes и представители бактерий 
рода Salmonella способны образовывать биопленки 
и сохраняться в течение длительного времени, спо-
собствуя загрязнению пищевых продуктов (Doijad 
et al., 2015; Borges et al., 2018). Смешанные биоплен-
ки, включая патогенные и непатогенные виды, про-
являют большую устойчивость к воздействию физи-
ческих и химических факторов (Li et al., 2021). Для 
контроля присутствия и образования такой устойчи-
вой формы патогенов должны применяться эффек-
тивные стратегии предотвращения или уничтожения 
биопленок.

Помимо использования оптических мето-
дов, в данном исследовании были использованы 
и  микроскопические методы (флуоресцентная 
микроскопия) оценки возможности формиро-
вания биопленок на нержавеющей стали, стекле 
и пластике. Таким образом, в результате двух под-
ходов была показана возможность формирования 
биопленок на абиотических поверхностях из раз-
личных материалов, применяемых в  пищевой 
промышленности.

Все комбинации биопленок, продемонстрировав-
шие заметную синергию, имели в составе представи-
теля рода Pseudomonas, что может указывать на нали-
чие ключевых отраслевых видов бактерий, которые 
стимулируют синергию или антагонизм, и это может 
иметь значение для контроля биопленок в соответ-
ствующих отраслях пищевой промышленности.

Полученные данные по способности исследо-
ванных штаммов к формированию биопленок в те-
чение 24 ч при низкой положительной температуре 
показали, что для объективной характеристики 
микробного сообщества производственной среды 
пищевых предприятий необходимо, наряду с отбо-
ром и изучением планктонной микрофлоры, про-
водить отбор и исследование биопленочных форм.

В результате исследований подтверждено об-
разование биопленок всеми штаммами родов 

Listeria, Salmonella и  Pseudomonas, выделенными 
из  производственной среды мясоперерабатыва-
ющих и  птицеперерабатывающих предприятий, 
а также из мясной продукции. Определено влия-
ния времени инкубирования при низких положи-
тельных температурах на  скорость образования 
и оптическую плотность биопленок у исследован-
ных штаммов микроорганизмов. Показано, что 
Listeria monocytogenes, Salmonella sp. и Pseudomonas 
sp. способны формировать биопленки в  моно-
культуре при низкой положительной температуре 
(4°С). Установлена значимость представителя рода 
Pseudomonas в  синергетическом взаимодействии 
микроорганизмов при формировании многовидо-
вых биопленок. Результаты проведенных исследо-
ваний имеют высокую значимость для пересмотра 
гигиенических планов предприятий и повышения 
микробиологической безопасности мясной про-
дукции, в том числе, изготовленной из мяса птицы.
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Patterns of Biofilm Formation by Members of Listeria, Salmonella,  
and Pseudomonas at Various Temperatures and the Role  

of Their Synergistic Interactions in the Formation of Biofilm Communities

Yu. K. Yushina1, *, E. V. Zaiko1, M. A. Grudistova1, A. A. Semenova1,  
A. A. Makhova1, D. S. Bataeva1, E. V. Demkina2, and Yu. A. Nikolaev2
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2Federal Research Center “Fundamentals of Biotechnology” RAS, Winogradsky Institute of Microbiology,  

Moscow, 119071, Russia
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Abstract. Biofilm formation on abiotic surfaces in the food sector is a major public health concern. 
In fact, biofilms represent a constant source of pathogens such as Listeria monocytogenes and Salmonella 
sp. The ability for the formation of multispecies biofilms by pathogens and spoilage microorganisms poses 
a serious danger in the production of safe products and is one of the reasons for the stable circulation 
of microorganisms in meat processing plants. During the work, 46 strains of microorganisms isolated 
from industrial environments and food products were tested for the ability to form biofilms at different 
temperatures. The analyzed pathogenic strains (Listeria monocytogenes, Salmonella sp.) and spoilage 
microorganisms (Pseudomonas sp.) had adhesion to  the abiotic surface with subsequent formation 
of a persistent biofilm. Low positive temperature was not a limiting factor in the ability to form biofilms. 
After 24 hours of incubation, representatives of bacteria of the genera Listeria and Salmonella sp. formed 
persistent biofilms at (4°C). The ability to form biofilms on various abiotic surfaces found in the meat 
industry (tiles, glass, plastic) has been demonstrated. The synergistic interaction of representatives 
of the genera Listeria, Salmonella and Pseudomonas during the formation of mixed biofilms at 4°C was 
studied. Combinations of a pathogen and a member of the genus Pseudomonas differed significantly 
in the intensity of biofilm formation compared to combinations of two pathogens. This indicates the 
importance of this species in synergistic interactions among microorganisms.

Keywords: biofilms, Listeria monocytogenes, industrial environment objects, Pseudomonas sp., Salmonella sp.
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НАРУШАЮТ АДАПТАЦИЮ SACCHAROMYCES CEREVISIAE  
К ПОТРЕБЛЕНИЮ ЭТАНОЛА
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Переносчики фосфата в клетках дрожжей ответственны за гомеостаз фосфора, а также опосредованно 
вовлечены в регуляцию различных адаптивных процессов. Одним из таких процессов является адап-
тация клеток к потреблению этанола, которое требует значительных изменений в фосфорном обмене. 
В данной работе показано, что штаммы Saccharomyces cerevisiae с нокаут-мутациями в генах пере-
носчиков фосфата PHO87, PHO89, PHO90 и PHO91 хуже приспосабливаются к потреблению этанола 
при его концентрации 4%. Это выражается как в удлинении лаг-фазы, так и в снижении скорости 
роста на активной стадии. Клетки мутантов отличаются по содержанию неорганических полифос-
фатов, но не ортофосфата, от родительского штамма: они содержат меньше длинноцепочечных по-
лифосфатов. Этот эффект наблюдали при культивировании на этаноле, но не на глюкозе. При куль-
тивировании на среде, содержащей 4% этанол, штамм с нокаут-мутацией в гене PHO84, кодирующем 
переносчик фосфата и двухвалентных металлов, а также штаммы-нокауты по генам PHM6 и PHM7, 
ответственным за сверхнакопление полифосфатов, не проявили особенностей роста на среде с 4% эта-
нолом по сравнению с родительским штаммом. Обсуждается возможная роль переносчиков фосфата 
и неорганических полифосфатов в адаптации дрожжей к потреблению этанола.

Ключевые слова: Saccharomyces cerevisiae, неорганические полифосфаты, переносчик фосфата, этанол, 
нокаут-мутация

DOI: 10.31857/S0026365624050085

Изучение адаптации клеток дрожжей к  эта-
нолу является важной задачей для оптимизации 
биотехнологий, связанных с виноделием (Эльда-
ров и соавт., 2016) и производством техническо-
го этанола (Розанов и  соавт., 2014). Методами 
транскриптомного анализа установлено, что то-
лерантность к этанолу включает взаимодействие 
многих генов и затрагивает практически все сто-
роны метаболизма дрожжевых клеток (Ma, Liu, 
2010; Stanley et al., 2010; Wolf et al., 2023). Cреди 
генов, экспрессия которых возрастает при адап-
тации к этанолу, можно отметить гены, кодиру-
ющие белки клеточной оболочки, транспорт-
ные белки цитоплазматической мембраны, гены, 
обеспечивающие функционирование вакуолей, 
а также гены, продукты которых вовлечены в ре-
акцию на осмотический, тепловой и окислитель-
ный стрессы (Ma, Liu, 2010; Stanley et  al., 2010; 

Wolf et al., 2023). Так, показано, что для толерант-
ности дрожжей к этанолу необходимы гены, коди-
рующие белки теплового шока и факторы транс-
крипции Msn4p и Msn2p (Ma, Liu, 2010). Отмечает-
ся важность длинных некодирующих РНК (Long 
noncoding RNA, LncRNA), а также белков, уча-
ствующих в процессах автофагии (Wolf et al., 2023). 
Например, фактор транскрипции Rpn4 стимулиру-
ет экспрессию системы автофагии при этанольном 
стрессе посредством активации синтеза вакуоляр-
ной протеиназы PRB1 (Bubis et al., 2020). Несмо-
тря на то, что вопросу о механизмах толерантности 
дрожжей к этанолу посвящено множество работ, 
в том числе и обзоров (Auesukaree, 2017; Sahana 
et al., 2024), вопрос о роли фосфорного обмена 
в адаптации к этанолу у дрожжей не находится 
в фокусе внимания исследователей. В то же вре-
мя, фосфорный обмен претерпевает при росте 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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на этаноле значительные изменения. Так, содер-
жание АТФ в клетках Saccharomyces cerevisiae при 
культивировании на этаноле возрастает на 70% 
по  сравнению с  культивированием на  глюкозе 
(Вагабов и соавт., 2011). Неорганические поли-
фосфаты (полиР) являются у многих микроорга-
низмов одним из факторов адаптации к стрессам 
(Rao et al., 2009; Denoncourt et al., 2021; Andreeva 
et al., 2022). При росте S. cerevisiae на этаноле про-
исходят значительные изменения в составе полиР: 
увеличивается содержание длинноцепочечных 
фракций и уменьшается содержание короткоцепо-
чечных полимеров (Vagabov et al., 2008), резко сни-
жается содержание полиР в митохондриях (Андре-
ева и соавт., 2008). Такие изменения предполагают 
возможность вовлечения системы минерального 
фосфорного обмена в  процессы, происходящие 
в клетках дрожжей при адаптации к этанолу. Среди 
белков, вовлеченных в гомеостаз фосфора у дрож-
жей, особый интерес представляют в данном случае 
транспортеры фосфата, поскольку адаптация к эта-
нолу сопровождается значительными изменениями 
в цитоплазматической мембране и мембранах дру-
гих органелл (Ma, Liu, 2010; Stanley et al., 2010).

Цитоплазматическая мембрана клеток дрож-
жей S. cerevisiae содержит несколько транспортеров 
фосфата, а вакуолярная мембрана – один транс-
портер Pho91 с разным сродством к фосфату и ре-
гуляторными свойствами (Eskez et al., 2018).

Целью работы было определить влияние но-
каут-мутаций в генах, кодирующих переносчики 
фосфата, на  рост и  содержание неорганических 
полифосфатов у S. cerevisiae при культивировании 
в среде с 4% этанолом.

МАТЕРАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования. В работе использовали 
коммерческие штаммы из коллекции Dharmacon: 

штамм BY4741 (MATa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0) 
как родительский штамм (wt) и полученные на его 
основе штаммы-нокауты по генам, кодирующим 
переносчики фосфата (табл. 1).

Состав среды и условия культивирования. Куль-
туры поддерживали на агаризованной среде YPD. 
Инокуляты выращивали на среде YPD (1% дрож-
жевой экстракт (“Sigma-Aldrich”, США), 2% пеп-
тон (“Pronadisa”, Испания) и 2% глюкоза) в кол-
бах Эрленмейера с объемом среды 100 мл при 29°С 
в течение 24 ч на качалке со 145 об./мин. Для полу-
чения кривых роста культуры выращивали на сре-
де YP (1% дрожжевой экстракт, 2% пептон) с до-
бавлением этанола в  концентрациях, указанных 
в подписях к рисункам и таблицам. Объем среды 
составлял 50 мл, культивирование проводили при 
250 об./мин и 29°С. Оптическую плотность культур 
измеряли на  спектрофотометре (“Unico”, США) 
при 600 нм в кювете толщиной 3 мм. Для получения 
биомассы культивирование проводили как на среде 
YPD с глюкозой, так и на среде YP с 4% этанолом 
в указанных выше условиях.

Экстракция полифосфатов. Для экстракции по-
лиР использовали образцы биомассы после куль-
тивирования на среде с глюкозой в течение 24 ч, 
а в среде с этанолом – в течение 60 ч. Клетки от-
деляли от среды центрифугированием при 5000 g 
в течение 15 мин и дважды промывали дистилли-
рованной водой при тех же условиях центрифу-
гирования. Образцы по 150 мг сырой биомассы 
каждый замораживали, хранили при ‒20°С и ис-
пользовали для анализа. Экстракцию ортофос-
фата (Pi), кислоторастворимой фракции полиР 
(полиР1) и кислотонерастворимой фракции по-
лиР (полиР2) проводили при 0°С как описано ра-
нее (Трилисенко и соавт., 2023). Содержание Pi 
до гидролиза и после гидролиза полифосфатов 
(Трилисенко и соавт., 2023) определяли колори-
метрическим методом с  малахитовым зеленым 
(Andreeva et al., 2019) с помощью планшетного 
фотометра (ОАО “МЗ “Сапфир”, Россия).

Таблица 1. Транспортеры фосфата дрожжей Saccharomyces cerevisiae согласно базе данных SDG (https://www.
yeastgenome.org/)

Систематическое 
обозначение гена (ID) Название гена Функции кодируемого белка

YML123С PHO84 Высокоаффинный транспортер фосфата и низкоаффинный 
транспортер катионов двухвалентных металлов 

YCR037С PHO87 Низкоаффинный транспортер фосфата плазматической 
мембраны

YBR296С PHO89 Na+/Pi симпортер плазматической мембраны 

YJL198W PHO90 Низкоаффинный транспортер фосфата плазматической 
мембраны

YNR013C PHO91 Низкоаффинный транспортер фосфата вакуолярной мембраны, 
экспортирует фосфат из вакуоли в цитоплазму 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор концентрации этанола. Мы провели куль-
тивирование штамма BY4741 на  средах с  тремя 
различными концентрациями этанола (рис. 1). 
Показано, что уже при культивировании в среде 
с 4%-ым этанолом происходит увеличение длины 
лаг-фазы, а при культивировании в среде с 7%-ым 
этанолом не только увеличивается длина лаг-фазы, 
но и снижается скорость роста. Таким образом, для 
выбранного нами штамма дрожжей уже 4% этанола 
представляют собой стрессовые условия. Для даль-
нейших исследований мы выбрали эту промежу-
точную концентрацию.

Влияние нокаут-мутаций по генам переносчиков 
фосфата. Мы провели культивирование на этано-
ле нокаут-мутантов в генах переносчиков фосфа-
та (Eskez et al., 2018), а также в двух генах РНО-
пути, PHM6 и  PHM7, участвующих в  накопле-
нии полиР (Kulakovskaya et al., 2023) в среде с 4% 
этанолом. Кривые роста штаммов ∆pho84, ∆phm6 
и ∆phm7 не  отличались от  кривых роста роди-
тельского штамма BY4741 (не иллюстрируется). 
Остальные мутантные штаммы демонстрировали 
либо увеличение продолжительности лаг-фазы, 
либо уменьшение оптической плотности куль-
туры при выходе на стационарную стадию роста 
(рис. 2).
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Рис. 1. Рост штамма BY4741 (wt) на средах YP с 1% этанолом (1), 4% этанолом (2) и 7% этанолом (3).
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Рис. 2. Рост штамма BY4741 (wt) и штаммов-нокаут мутантов по генам переносчиков фосфата на среде 
YP с 4% этанолом: 1 – wt; 2 – Δpho87; 3 – Δpho90; 4 – Δpho91; 5 – Δpho89.
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Полученные данные свидетельствуют о важном 
значении систем транспорта фосфата для адапта-
ции к этанолу. Отметим, что при культивировании 
на глюкозе никакой разницы в характере кривых 
роста между исследуемыми штаммами найдено 
не было (не иллюстрируется).

Содержание полифосфатов в клетках мутантов 
по генам переносчиков фосфата. Для анализа со-
держания полиР мы выбрали, кроме штамма wt, 
также мутанты ∆pho87, ∆pho89, ∆pho90 и ∆pho91, 
поскольку у этих штаммов наблюдали изменения 
кривых роста. В табл. 2 показано содержание кис-
лоторастворимых полиР1 (относительно корот-
коцепочечных) и кислотонерастворимых полиР2 
(относительно длинноцепочечных) в клетках ро-
дительского и мутантных штаммов при культи-
вировании в среде с глюкозой в течение 24 ч или 
в среде с 4% этанолом в течение 60 ч.

Содержание ортофосфата в клетках всех штам-
мов при культивировании на  глюкозе не  имело 
статистически достоверных различий и составляло 

34‒39 и 20‒25 мкмоль Р/г сырой биомассы при ро-
сте в средах с глюкозой и этанолом соответственно. 
При росте на глюкозе некоторые мутантные штам-
мы имели сниженное содержание полиР, однако 
это снижение не было значительным (табл. 2). При 
культивировании на этаноле, с одной стороны, прои-
зошли значительные изменения в содержании полиР 
у штамма wt (табл. 2), а с другой стороны, выявились 
различия между штаммами. Суммарное содержание 
полиР снизилось у всех штаммов в неодинаковой 
степени. Характерным изменением в содержании 
полиР при росте на этаноле является снижение со-
держания короткоцепочечных полиР1 и увеличение 
содержания длинноцепочечных полиР2 (Vagabov 
et al., 2008). Такое изменение в содержании полиР 
наблюдали только у штамма wt (табл. 2). У мутантных 
штаммов содержание полиР2 либо не увеличивалось, 
либо даже резко уменьшалось, как у штамма Δpho87. 
Cнижение содержания полиР1 ни у одного из му-
тантных штаммов не достигало уровня, характерного 
для штамма wt. По-видимому, нарушение транспорта 
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Рис. 3. Концентрация фосфата в среде до культивирования (А) и после культивирования штаммов S. 
cerevisiae в среде YPD c 2% глюкозой (Б) и YP с 4% этанолом (B): 1 – штамм wt; 2 – штамм Δpho87. Ста-
тистическую значимость оценивали относительно данных для штамма wt с помощью t-критерия Стью-
дента, используя стандартную программу Excel: В – p < 0.01; A и Б – разница статистически незначима.

Таблица 2. Содержание кислоторастворимых полиР (полиР1) и кислотонерастворимых полиР (полиР2) в клетках 
родительского и мутантных штаммов S. cerevisiae; мкмоль Р/г сырой биомассы. Культивирование проводили 
в течение 24 ч на среде YPD с 2% глюкозой и в течение 60 ч на среде YP с 4% этанола. Статистическую значимость 
оценивали относительно данных для штамма WT с помощью t-критерия Стьюдента, используя стандартную 
программу Excel: ** ‒ p < 0.01; * ‒ p < 0.1; во всех остальных случаях разница статистически незначима

Штамм Среда с 2% глюкозой Среда с 4% этанола
ПолиР1 ПолиР2 ПолиР1 ПолиР2 

WT 48.4 ± 7.2 45.6 ± 7.84 7.73 ± 4.0 53.4 ± 11.6
Δpho87 41.2 ± 9.95 36.3 ± 8.06 12.8 ± 3.85 13.9 ± 2.18 **
Δpho89 51.4 ± 7.01 37.3 ± 0.496 15.9 ± 4.67 * 39.5 ± 7.6 
Δpho90 37.9 ± 2.41 38.3 ± 10.3 25.3 ± 4.9 ** 36.6 ± 4.72 
Δpho91 48.1 ± 1.72 46.7 ± 5.16 32.6 ± 4.8 ** 30.1 ± 3.44 * 
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фосфата через цитоплазматическую и вакуолярную 
мембрану вызывает изменения в содержании полиР 
разной длины цепи в условиях спиртового стресса. 
Кроме того, судя по снижению содержания полиР, 
эти полимеры с высокой энергией фосфоэфирной 
связи расходуются клетками на поддержание жизне-
способности на ранних стадиях роста, когда систе-
мы защиты от повышенной концентрации этанола 
еще не сформированы. В наибольшей степени сни-
жено содержание полиР у штамма Δpho87 (табл. 2). 
Отметим, что среда культивирования содержала 
свыше 7 мМ фосфата, что не является лимитирую-
щей концентрацией. Мы проверили, как меняется 
концентрация фосфата к стационарной стадии ро-
ста на средах с глюкозой и этанолом для штамма 
wt и штамма Δpho87, поскольку этот мутант в наи-
большей степени утратил свои полиР. Эти измене-
ния позволяют оценить общую способность клеток 
дрожжей к поглощению фосфата из среды. Оказа-
лось, что при культивировании в среде с глюкозой 
способность к поглощению фосфата не различалась 
у этих двух штаммов (рис. 3).

При культивировании в среде с 4% этанолом 
способность к  поглощению фосфата у  штамма 
Δpho87 была снижена по сравнению со штаммом 
wt (рис. 3). Это объясняет низкий уровень полиР 
при культивировании мутантного штамма в сре-
де с 4% этанолом. В литературе имеются сведения 
о сложных путях настройки активности перенос-
чиков фосфата у дрожжей, когда происходит инте-
грация нескольких механизмов передачи сигналов, 
чтобы приспособить системы гомеостаза фосфора 
к общему статусу окружающей среды (Ghillebert 
et al., 2011; Eskes et al., 2018).

В совокупности наши результаты показывают, 
что переносчики фосфата Pho87, Pho89, Pho90 
и Pho91 вовлечены в адаптационные процессы, по-
зволяющие клеткам дрожжей преодолевать стресс, 
вызванный повышенной концентрацией этанола.
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EXPERIMENTAL ARTICLES 

Knockout Mutations in the Genes Encoding Phosphate Transporters Impair 
Adaptation of Saccharomyces cerevisiae to Ethanol Consumption

L. А. Ledova1, L. P. Ryazanova1, and T. V. Kulakovskaya1, *
1Federal Research Center “Pushchino Scientific Center for Biological Research of the Russian Academy of Sciences”,  

Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, Pushchino, 142290, Russia
*e-mail: alla@ibpm.ru

Abstract. Phosphate transporters in  yeast cells are responsible for phosphorus homeostasis, and 
also indirectly involved in the regulation of various adaptive processes. One of these processes is the 
adaptation to ethanol consumption, which requires significant changes in phosphorus metabolism. 
We demonstrated that knockout mutations in  the genes encoding phosphate transporters PHO87, 
PHO89, PHO90 and PHO91 impair adaptation of Saccharomyces cerevisiae to ethanol consumption 
at ethanol concentration of 4%. For these mutant strains an extension of the lag phase and in a decrease 
in the growth rate at the active stage was observed when the cells were cultivated in the medium with 
4% ethanol. Mutant cells differ in the content of inorganic polyphosphates, but not orthophosphate, 
from the parental strain: they contain less long-chain polyphosphates when cultivated on ethanol, 
but not on glucose. When cultivated on a medium containing 4% ethanol, a strain with a knockout 
mutation in  the PHO84 gene, encoding the transporter of phosphate and divalent metals, as well 
as knockout strains for the PHM6 and PHM7 genes, responsible for the polyphosphate overplus, did not 
show any growth differences compared with parent strain in a medium with 4% ethanol. The possible 
role of phosphate transporters and inorganic polyphosphates in the adaptation of yeast to ethanol 
consumption is discussed.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, inorganic polyphosphate, phosphate transporter, ethanol, knockout 
mutation
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ДЛИТЕЛЬНОЕ ВЫЖИВАНИЕ ENTEROCOCCUS FAECIUM  
В РАЗНЫХ УСЛОВИЯХ СТАБИЛИЗАЦИИ  

И ИММОБИЛИЗАЦИИ КЛЕТОК
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Молочнокислые бактерии (МКБ) играют важную роль в биотехнологиях и биомедицине. Их важ-
нейшим недостатком является быстрое отмирание культур и препаратов при хранении. Изучение 
способов повышения длительности выживания молочнокислых бактерий в различных условиях явля-
ется актуальной научно-прикладной задачей и составило цель настоящей работы. Объектом была мо-
лочнокислая бактерия Enterococcus faecium. Было показано, что в стареющих планктонных культурах 
бактерии быстро теряют жизнеспособность (численность жизнеспособных клеток за 1 мес. снижается 
на 2‒4 порядка). Цикл развития популяции E. faecium в этих условиях завершается образованием ци-
стоподобных покоящихся клеток двух типов: L-форм и гипометаболических клеток. Применение хи-
мических стабилизаторов, гуминовых веществ (типичных компонентов почв), повышает численность 
выживающих клеток в 2‒3 раза. При поверхностной иммобилизации (адсорбции) на органо-силаноль-
ных или неорганических носителях (органосилан, кремнезем) численность выживающих в условиях 
голодания клеток повышается в 1.25‒3 раза. Наиболее эффективным подходом была иммобилизация 
клеток в силанольно-гуматные гели (повышение численности выживающих клеток до 35 раз относи-
тельно контроля). Полученные данные раскрывают механизмы и формы выживания МКБ в природных 
условиях (состояние гипометаболизма, наличие специализированных форм покоя), а также могут быть 
использованы для разработки способов длительного хранения МКБ в их биопрепаратах.

Ключевые слова: молочнокислые бактерии, Enterococcus faecium, формы выживания, иммобилизация 
бактерий, жизнеспособность бактерий, биопрепараты

DOI: 10.31857/S0026365624050096

Одна из характеристик живых систем – это пе-
риодичность их развития. У микроорганизмов раз-
витие их популяций как вида, а на более высоком 
уровне – развитие микробных сообществ, также 
осуществляется периодически. Одной из стадий 
цикла развития микробных популяций в услови-
ях, не благоприятствующих росту, является стадия 
их выживания, сопряженная с метаболическим по-
коем клеток. Особое внимание уделяется изучению 
покоя патогенных и симбионтных бактерий, к ко-
торым относятся молочнокислые бактерии (МКБ), 
чья роль в симбиозе с человеком хорошо освещена 
(Lyte, 2013; Oleskin et al., 2014; Oleskin, Shenderov, 
2020; Олескин и  соавт., 2020). Такое внимание 
к формам покоя бактерий обусловлено их ролью 
в  персистенции патогенных и  условно-патоген-
ных бактерий как формах носительства и причине 

рецидивов инфекционных заболеваний, а  так-
же очевидным значением для сохранения жиз-
неспособных клеток в биотехнологиях и сферах 
деятельности человека, связанных с микроорга-
низмами. При использовании биокатализаторов 
акцент делается на получении препаратов не на 
основе покоящихся форм, а  напротив, клеток, 
длительно обладающих высокой функциональной 
активностью, иммобилизованных тем или иным 
способом (Ефременко, 2018; Radosavljević et al., 
2022). Такого рода препараты нуждаются в  на-
личии (или постоянном поступлении) источни-
ков питания для поддержания жизнеспособности 
и метаболической активности иммобилизованных 
клеток (Ефременко, 2018).

Одной из перспективных основ для биопрепа-
ратов являются формы покоя (ПФ), покоящиеся 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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клетки цистоподобного типа (ЦПК) (Бухарин и со-
авт., 2005; Эль-Регистан и соавт., 2006; Мулюкин 
и соавт., 2009). ЦПК образуются на завершающей 
стадии развития периодических культур грамо-
трицательных бактерий (а также – и грамположи-
тельных в условиях репрессии спорообразования). 
Численность ЦПК, как правило, невелика (от 0.01 
до1%) и соответствует численности клеток-перси-
стеров (Balaban et al., 2004, 2019). Покоящиеся фор-
мы типа ЦПК были описаны и у молочнокислых 
бактерий (Голод и соавт., 2009; Лойко и соавт., 2014; 
Эль-Регистан и соавт., 2023).

Ранее было установлено положительное влияние 
гуминовых веществ на длительное выживание план-
ктонных культур углеводородокисляющих бактерий 
(Nikolaev et al., 2020; Николаев и соавт., 2019, 2020) 
и их иммобилизованные клетки в силанольно-гумат-
ных гелях (Николаев и соавт., 2021; Nikolaev et al., 
2021). Эти подходы не были испытаны для стабили-
зации культур МКБ в ходе длительного хранения.

Целью настоящей работы было исследовать 
эффективность различных приемов длительного 
хранения молочнокислой бактерии Enterococcus 
faecium: (1) в виде планктонных культур, (2) в план-
ктонных популяциях, иммобилизованных на по-
верхности гелей или в силанольно-гуматные гели, 
(3) в планктонных популяциях в присутствии гума-
тов, (4) в популяциях, выращенных в присутствии 
гелевых сорбентов.

Интерес к этому объекту вызван тем, что он вхо-
дит в состав пробиотических продуктов, а также 
может быть пробиотиком кормового назначения 
(Azzaz et al., 2022).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. В работе была использо-
вана бактерия Enterococcus faecium M3185 из кол-
лекции UNIQEM Института микробиологии 
им. С.Н. Виноградского ФИЦ Биотехнологии РАН.

Условия культивирования. Бактерии культивиро-
вали в жидких и на плотных средах: MRS (“Conda 
Pronadisa”, Испания) и  LB (лизогенный бульон 
Луриа-Бертани, “VWR Chemicals”, США), обезжи-
ренном молоке (сухое молоко, “Уфа-молоко”, РФ). 
Бактерии выращивали в колбах Эрленмейера объ-
емом 250 мл с 50 мл среды на орбитальной качалке 
(120 об./мин), а также в пенициллиновых флаконах 
объемом 10 мл с 2 мл среды на орбитальном шейке-
ре Biosan PSU-20i (“BioSan”, Латвия) (150 об./мин) 
при температуре 28°. Инокулятом служили стацио-
нарные культуры, выращенные в колбах, как опи-
сано выше, в течение 24 ч (до стационарной фазы).

Численность жизнеспособных клеток бактерий 
определяли микрометодом (Pious et  al., 2015) 
по  числу колониеобразующих единиц (КОЕ), 

высевая аликвоты (5 мкл) десятичных разведе-
ний бактериальных культур на плотную среду LB 
(1.5% агара) и подсчитывая количество выросших 
колоний на 1, 3, 5 и 7 сут инкубации (Нетрусов 
и соавт., 2005).

Определение метаболической активности. О ме-
таболической активности (гетероферментатив-
ном молочнокислом брожении) бактерий судили 
по интенсивности выделения ими СО2. Аликво-
ты бактериальной суспензии (400 мкл) вносили 
в герметически закрытый флакон объемом 40 мл 
с 4 мл солевого фона среды MRS (рН 5.5‒5.0) и ин-
кубировали на орбитальном шейкере Biosan, PSU-
200 (“Biosan”, Латвия) при температуре 28° в тече-
ние 24 ч. После стабилизации уровня СО2 в газовой 
фазе (через 1‒2 ч после введения пробы) вносили 
раствор глюкозы (400 мл до концентрации 0.8%) 
и  инкубировали 24 ч. Периодически отбирали 
шприцем пробы газовой фазы и определяли в них 
количество выделенного СО2 хроматографически 
(Кристалл 5000, “Хроматэк”, РФ). По количеству 
выделенного СО2 судили о  метаболической ак-
тивности (брожении) клеток в условиях наличия 
субстрата, глюкозы. Метаболическая активность 
клеток энтерококков была использована как кос-
венный показатель количества жизнеспособных 
клеток и глубины их покоя.

Способы пролонгирования жизнеспособности 
клеток E. faecium. Для стабилизации клеток энте-
рококков использовали четыре разных подхода: 
1) к клеткам, выращенным в жидкой среде до ста-
ционарной фазы, добавляли химические стабили-
заторы – гуматы (табл. 1); 2) клетки стационарной 
фазы иммобилизовали поверхностно на сорбентах 
(табл. 2); 3) клетки стационарной фазы иммобилизо-
вали в силанольно-гуматные гели; 4) клетки выращи-
вали в жидкой культуре в присутствии гелей (табл. 3). 
В последнем случае имело место микро-гетерофазное 
культивирование, поскольку в среде присутствовали 
две фазы – жидкая и твердая, но при этом реологиче-
ские свойства жидкости позволяли выращивать куль-
туру как жидкую, т.е. в колбах на качалке. Контроль 
выживаемости клеток осуществляли путем определе-
ния численности КОЕ/мл и метаболической актив-
ности клеток, как описано выше.

Применение химических стабилизаторов. В бак-
териальные культуры стационарной фазы роста, 
выращенные в колбах, как описано выше, и разли-
тые в пробирки Хангейта (объемом 20 мл по 5 мл), 
вносили водные растворы гуматов (табл. 1) до ко-
нечной концентрации 0.15 или 0.5 г/л. Образцы 
хранили в статических условиях при комнатной 
температуре в течение нескольких месяцев, перио
дически отбирая пробы для определения числен-
ности жизнеспособных клеток (КОЕ/мл).

Иммобилизация выращенных клеток с исполь-
зованием гелей. В работе использовали три типа 
гелей на  основе кремниевых соединений. Для 
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поверхностной иммобилизации использовали 
полиметилсилоксан (Энтеросгель) и высокоди-
сперсный кремнезем (Полисорб), для иммоби-
лизации в матрицу геля использовали силаноль-
но-гуматный гель (табл. 2). Для иммобилизации 
на поверхность гелей клетки стационарной фазы 
роста смешивали со свежеприготовленным гелем 
(1 : 1, об./об.; концентрация гелей – см. табл. 2), 
разливали по  пробиркам типа Фалькон (15 мл) 
или Эппендорф (2 мл) и оставляли до застывания 
геля, затем хранили в течение нескольких меся-
цев, периодически определяли численность жиз-
неспособных клеток (КОЕ/мл).

Полиметилсилоксана полигидрат представлен 
в  виде гелеобразующей матрицы, которая имеет 
глобулярное строение и состоит из ансамбля глобул. 
Глобулы, связываясь между собой силоксановыми 

связями, формируют поры в  виде пространства 
между ними, заполненные водой. Частицы пре-
парата, как правило, образуют непрерывную сеть 
в суспензии. Эти частицы можно рассматривать 
как двумерные листы. Глобулы метилкремниевой 
кислоты имеют размеры до 300 мкм (Маркелов 
и соавт., 2008).

Высокодисперсный кремнезем – коллоидный 
диоксид кремния с  химической формулой SiO2. 
При попадании в воду присоединяет к себе гидрок-
сильные группы и формирует сложную простран-
ственную структуру. Частицы диоксида кремния 
имеют размеры до 90 мкм (Маркелов и соавт., 2008).

Иммобилизация клеток бактерий в силанольно-
гуматные гели. Силанольно-гуматные гели полу-
чали при использовании двух видов гуматов Пао-
хумус (Powhumus WSG) (“Humintech”, Германия) 

Таблица 1. Характеристика гуминовых веществ, использованных для стабилизации клеток E. faecium

Наименование Характеристика, источник
Гумат Сахалинский
(“Биомир 2000”, Москва, РФ) Раствор 5% щелочной вытяжки из леонардита 

Лигногумат
(ООО “НПО РЭТ”, Санкт-Петербург, РФ)

Растворимый порошок, полусинтетического происхождения. 
Лигносульфонат

Гуматы Техноэкспорт
(ТПК “Техноэкспорт”, Украина)

Растворимый порошок с содержанием  
не менее 70% гуминовых солей, полученных из бурого угля

Паохумус (Powhumus WSG)
(“Humintech Ltd”, Германия)

Растворимый порошок гумата калия, произведенный  
по технологии мокрой щелочной экстракции из леонардита

Иркутские гуматы (Humate +7)
(“АгроТехГУМАТ”, Иркутск, РФ)

Растворимый порошок гумата калия и натрия,  
получаемый из бурого угля

Фульвокислоты (Fulvital WSP 80)
(“Humintech Ltd’, Германия) Растворимый порошок; источник – подземные воды

Таблица 2. Характеристика гелей, использованных для стабилизации клеток E. faecium, предварительно 
выращенных в жидкой культуре

Наименование Характеристика Концентрация, г/л
Энтеросгель
(ООО “ТНК Силма”, Москва, РФ) 

Гелеобразная суспензия полигидрата 
полиметилсилоксана 70

Полисорб МП
(АО “Полисорб”, Копейск, РФ) 

Гелеобразная суспензия  
из диоксида кремния 50 или 40

Силанольно-гуматный гель
(Лабораторное получение)

Гель, состоящий из гуматов Паохумус  
или Байкал и органо-силанольного полимера 17 или 24

Таблица 3. Характеристика сорбентов, использованных для стабилизации клеток E. faecium, в  ходе 
гетерофазного культивирования

Наименование Характеристика Концентрация, г/л

Энтеросгель
(ООО “ТНК Силма”)

Пористая глобулярная структура полиметилсилоксана  
полигидрата (кремнийорганическое соединение),  

размер частиц не более 300 мкм 
4

Полисорб МП
(АО “Полисорб”) Мелкодисперсный диоксид кремния, размер частиц до 90 мкм 3.3
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и Байкал (“АгроТехГумат”, РФ) и органосилана 
3-аминопропилтриэтоксисилана (АПТЭС) (“АГМ-
9”, ООО “Пента 91”, Россия) по разработанной ра-
нее методике (Volikov et al., 2016) с модификаци-
ей (Nikolaev et al., 2021; Николаев и соавт., 2021). 
К 10 мл 10% раствора гумата при интенсивном пе-
ремешивании добавляли 250 или 350 мкл АПТЭС; 
полученный раствор титровали 10% раствором ук-
сусной кислоты до значений рН 6‒7, затем вносили 
5 мл культуры энтерококка стационарной фазы ро-
ста, не переставая перемешивать. Полученную смесь 
разливали по 1 мл в конические пробирки Эппен-
дорф объемом 2 мл. В течение 1‒2 ч при комнатной 
температуре происходило желирование смеси. Гель 
сохранял свои свойства в течение нескольких меся-
цев, при добавлении воды и интенсивном перемеши-
вании растворялся с высвобождением бактериальных 
клеток, что обусловливало возможность определения 
их жизнеспособности (КОЕ/мл), как описано выше.

Микроскопические наблюдения. Для оценки 
степени адгезии клеток бактерий на  различных 
поверхностях и их авто-агрегирования применя-
ли люминесцентную микроскопию на  световом 
эпифлуоресцентном микроскопе Axio Imager D1 
(“Carl Zeiss Microscopy GmbH”, Германия) с фазо-
во-контрастным объективом, а также с использо-
ванием флуоресцентного красителя акридиновый 
оранжевый (“Molecular probes”, США). Использо-
вание красителя было необходимо для повышения 
контрастности изображений.

Электронно-микроскопические исследования. 
Биомассу бактерий фиксировали 1.5% раствором 
глутарового альдегида в 0.05 М какодилатном бу-
фере (pH 7.2) при температуре 4° в течение 1 ч, за-
тем трижды отмывали тем же буфером и фиксиро-
вали 1% раствором оксида осмия (OsO4) в 0.05 М 
какодилатном буфере. После обезвоживания в се-
рии спиртов материал заключали в  эпоксидную 
смолу Epon 812. Затем готовили ультратонкие сре-
зы на микротоме LKB-III (Швеция), срезы контра-
стировали цитратом свинца по Рейнольдсу при 20° 
в течение 4‒5 мин. Готовые срезы просматрива-
ли в микроскопе JEM 1400 (“JEOL”, Япония) при 
ускоряющем напряжении 120 кВ.

Определение терморезистентности клеток бакте-
рий. О количестве терморезистентных клеток бакте-
рий судили по доле выживших клеток после прогре-
вания аликвот (500 мкл) бактериальных суспензий 
при температуре 70° в течение 15 мин в пластико-
вых пробирках типа Эппендорф на термошейкере 
TS-100 (“Biosan”, Латвия) с последующим высевом 
на  плотную питательную среду для определения 
численности выживших клеток (КОЕ/мл).

Исследование диссоциации бактериальных по-
пуляций. Индекс диссоциации бактериальной 
популяции определяли как долю (%) выросших 
на агаризованной среде колоний определенного 
фенотипа к общему числу колоний. Признаками, 

характеризующими фенотип, были цвет, конси-
стенция и размер колоний.

Образование покоящихся форм бактерий. По-
коящиеся формы (ПФ) бактерий получали при 
длительном хранении в статическом режиме план-
ктонных культур. Культуры E. faecium, выращен-
ные до стационарной фазы роста, хранили в тече-
ние 6 мес. в условиях разного доступа кислорода: 
(1) в колбах с ватными пробками (максимальный 
доступ кислорода под малым слоем жидкости); 
(2)  в  пробирках Хангейта с  ватными пробками 
(ограниченный доступ кислорода в более высоком 
столбе жидкости); (3) в пробирках Хангейта с пласт-
массовыми крышками с резиновой прокладкой (без 
доступа кислорода). Об образовании ПФ судили по: 
сохранению ими жизнеспособности (образованию 
колоний на плотных средах); более высокой термо-
резистентности; отсутствию метаболической актив-
ности (на основе выделения СО2); а также по осо-
бенностям их ультраструктурной организации. Эти 
признаки считаются необходимыми признаками 
форм покоя (Бухарин и соавт., 2005).

Статистическая обработка данных. Все исследова-
ния выполнены в двух биологических повторностях, 
по три параллельных эксперимента (технические 
повторности) в каждом. При расчетах определяли 
среднее арифметическое и стандартное отклонение 
для р < 0.05 с использованием программы Microsoft 
Excel 2016. Различия между вариантами считали 
значимыми, если они превышали стандартное от-
клонение, обычно не превышающее 30%. На рисун-
ках представлены данные типичных экспериментов, 
в таблицах – средние значения параметров.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При культивировании энтерококка в  моло-
ке или жидкой среде LB в колбах объемом 250 мл 
с 50 мл среды в условиях аэрации на роторной ка-
чалке, стационарная фаза наступала через 24 ч, мак-
симальный урожай составлял ⁓109 КОЕ/мл. В по-
следующих экспериментах в  качестве инокулята 
использовали стационарные культуры E. faecium, вы-
ращенные в колбах с перемешиванием в течение 24 ч.

Кривая отмирания популяции E. faecium, выра-
щенной на молоке, типичный вид которой пред-
ставлен на рис. 1, состояла из трех участков.

До 4 сут численность КОЕ не менялась, что со-
ответствует стационарной фазе; в период от 4 до 14 
сут скорость отмирания была максимальной, что 
отражает фазу отмирания обычных стационарных 
клеток; затем скорость отмирания уменьшалась, 
образуя “плато” – длительную фазу медленного от-
мирания, характерную для отмирания субпопуля-
ции клеток-персистеров (Balaban et al., 2004, 2019). 
Доля выживающих клеток составляла 0.001‒1%, 
что соответствует численности клеток-персистеров, 
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образующихся в стационарных культурах бактерий 
(Balaban et al., 2004) и созревающих в культурах воз-
растом несколько месяцев в ЦПК (Мулюкин и со-
авт., 2009, 2014).

Сравнение эффективности различных способов 
пролонгированного хранения E. faecium

Для пролонгированного сохранения жизне-
способности (КОЕ/мл) молочнокислых бактерий 
E. faecium были использованы способы, аналогич-
ные факторам естественной среды обитания МКБ: 
(1) действие химических стабилизаторов – гума-
тов при их  внесении в  стационарные культуры 
E. faecium; (2) иммобилизацию клеток стационар-
ной культуры на поверхность частиц геля; (3) им-
мобилизацию клеток стационарной культуры 
в  гели различного состава; (4) иммобилизацию 
клеток на носителях, внесенных вместе с иноку-
лятом и последующим глубинным гетерофазным 
культивированием.

Полученные препараты хранили в “провока-
ционных условиях”, т.е. при комнатной темпера-
туре и доступе кислорода в статическом режиме 
в течение 6 мес., периодически определяя титр 
жизнеспособных клеток (КОЕ/мл).

Влияние гуминовых веществ на  выживаемость 
клеток E. faecium. Гуминовые вещества содер-
жат остатки фенольных соединений, в  том чис-
ле и алкилрезорцинов, которые обладают актив-
ностью факторов межклеточной коммуникации 
микроорганизмов и  проявляют антистрессовую 

и антиоксидантную активность (Kozubek et al., 2001; 
Николаев и  соавт., 2006; Эль-Регистан и  соавт., 
2006; Sampietro et al., 2013). Внесение ГВ в культуры 
углеводородокисляющих бактерий (УОБ) стацио-
нарной фазы роста способствовало кратному увели-
чению числа выживающих клеток при их длительном 
хранении до 4 мес. (Nikolaev et al., 2019). Основыва-
ясь на этих результатах, было исследовано выжива-
ние клеток энтерококка в присутствии 6 видов гуми-
новых веществ, различных по составу и происхожде-
нию (табл. 1), при их внесении в концентрациях 0.15 
и 0.5 г/л в стационарные культуры энтерококка с по-
следующим хранением в течение 1 мес.

Существенное, более чем на 50%, увеличе-
ние численности КОЕ наблюдали в присутствии 
0.15 г/л Паохумуса и Фульвокислот (рис. 2). Дру-
гие гуматы оказывали на титр КОЕ минимальный 
или отрицательный эффект (рис. 2). Увеличение 
концентрации ГВ  до 0.5 г/л снижало защитный 
эффект Паохумуса и Фульвокислот и не изменяло 
эффекта для других ГВ (данные не приводятся).

Таким образом, протекторный эффект ГВ отно-
сительно МКБ зависит как от вида гумата, так и от 
концентрации, аналогично тому, как это было опи-
сано для углеводородокисляющих бактерий (УОБ) 
(Николаев и соавт., 2019, 2020; Nikolaev et al., 2020). 
При этом защитное влияние гуматов на выживание 
энтерококка существенно ниже, чем на выживание 
углеводородокисляющих бактерий, где количество 
выживших клеток повышалось до 10 раз. Относи-
тельно УОБ максимальное защитное действие так-
же оказывал гумат Паохумус.

 

Рис. 1. Динамика изменения численности жизнеспособных клеток E. faecium в популяции, выращенной в обезжи-
ренном молоке, при хранении в статических условиях с доступом кислорода воздуха в течение 1 мес. Цифрами от-
мечены фазы отмирания: 1 – стационарная, 2 – быстрого отмирания, 3 – плато.
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На выживаемость клеток большее влияние ока-
зывали не концентрации вносимых гуматов, 0.15 
или 0.5 г/л, а условия хранения образцов – с или 
без доступа кислорода воздуха (рис. 3).

При внесении гуматов Паохумус и Фульвокисло-
ты в концентрации 0.15 г/л и хранении образцов без 
доступа кислорода воздуха, было отмечено превыше-
ние контрольных значений на 26 и 68% соответствен-
но. При хранении с доступом кислорода воздуха доля 
выживших клеток в этих вариантах возрастала до 290 
и 206% от контроля соответственно.

Причина максимального стрессопротекторного 
действия со стороны гуматов, а именно Паохумус 
и Фульвокислоты, очевидно, связана с особенно-
стями их химического состава. Так, эти ГВ харак-
теризовались максимальным содержанием углерода 
алкильных звеньев (остатков алканов) и минималь-
ным содержанием ароматического углерода, заме-
щенного гетероатомами (гетероциклических соеди-
нений) (Nikolaev et al., 2020).

Все препараты с ГВ характеризовались сниже-
нием метаболической активности клеток относи-
тельно контроля (рис. 3), что свойственно формам 
выживания бактерий, сохраняющим лишь мини-
мальный уровень метаболизма (Бухарин и соавт., 
2005; Fleischmann et al., 2021; Wainwright et al., 2021).

Однако, если бы все клетки были аналогичны 
аметаболическим цистоподобным покоящимся 
клеткам, можно было ожидать полного отсутствия 
метаболической активности. Поскольку этого 
не наблюдали, можно заключить, что не все клетки 

перешли в состояние полного метаболического по-
коя, а находятся в состоянии гипометаболизма.

Таким образом, на выживание клеток энтерокок-
ка при их хранении в течение 1 мес. положительно 
влияли: внесение в стационарные культуры препара-
тов гуматов Паохумус и Фульвокислоты, а также хра-
нение культур с доступом кислорода воздуха.

Положительное влияние кислорода на  МКБ, 
обладающие бродильным метаболизмом, т.е. 
не нуждающехся в кислороде, связано с тем, что 
МКБ способны к аэробному дыханию в присут-
ствии гемов в  окружающей среде, что повыша-
ет их метаболическую активность (Condon, 1987; 
Maresca et al., 2018; Брюханов и соавт., 2022). Ав-
торы работы Gaudu et al. (2002) предсказали, что 
выживание лактококков в присутствии экзогенных 
гемов должно быть выше в аэробных условиях, что 
мы и наблюдали в нашей работе.

Выживание клеток E. faecium при их  иммоби-
лизации на/в органические и неорганические гели. 
Еще один вариант существования микроорганиз-
мов в природе – их развитие на поверхности или 
в органических и неорганических гелях. Бактери-
альные клетки, в адсорбированном на твердых но-
сителях состоянии и иммобилизованные в гели, 
при постоянном поступлении источников питания 
длительно сохраняют жизнеспособность и метабо-
лическую активность (Ефременко и соавт., 2018). 
О выживании иммобилизованных в гелях бактерий 
в отсутствие источников питания информации нет, 
хотя такие ситуации в природе естественны.

Рис. 2. Доля (% от контроля) выживших клеток E. faecium, хранившихся в течение 1 мес. в контрольном (без до-
бавления ГВ) и опытных вариантах с внесением ГВ в концентрации 0.5 г/л (столбец отмечен цифрой 1) и 0.15 г/л 
(столбец отмечен цифрой 2).
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Иммобилизация на поверхность гелей из орга-
носилана и кремнезема. В наших экспериментах 
культуру E. faecium, выращенную в молоке до ста-
ционарной фазы роста, смешивали с гелями разной 
природы – из органосилана (Энтеросгель) и крем-
незема (Полисорб) в соотношении 1 : 1, как описано 
выше (Материалы и методы исследования) и затем 
хранили в течение 1 мес.

Суспензии гелей состояли из частиц размером 
30‒300 мкм, что определено с использованием лю-
минесцентного микроскопа (рис. 4).

Люминесцентная микроскопия образцов 
показала, что клетки бактерий располагались 
на поверхностях гелевых частиц (рис. 4). За время  
хранения в  контроле (планктонная культу-
ра) численность выживших клеток снизилась 
до 2.5 × 107 КОЕ/мл, что составило 0.8% от исход-
ной численности жизнеспособных клеток стаци-
онарной культуры (3 × 109 КОЕ/мл). В опытных  
вариантах  – при хранении в  гелях, титр КОЕ 
был достоверно выше: в вариантах с Полисорбом 
(50 г/л) – 1 × 108 КОЕ/мл, в варианте с Энтерос-
гелем – 6 × 107 КОЕ/мл (рис. 5), т.е. в 3 и 1.25 раза 
выше, чем в контроле, соответственно.

Иммобилизация в  силанольно-гуматные гели. 
АПТЭС является основным гелеобразователем 
в силанольно-гуматных гелях; чем выше его кон-
центрация, тем тверже гель (Volikov et al., 2016). 
При исходной концентрации 25 мкл/мл (что со-
ответствует 1.7% в  окончательном препарате 
геля) гель имел полужидкую сметанообразную 

консистенцию, при 35 мкл/мл (2.3% в окончатель-
ном препарате) гель имел консистенцию мягкой 
силиконовой резины. В обоих случаях клетки рас-
полагались в  толще геля достаточно равномер-
но, макроскопических неравномерностей в геле 
не наблюдали (рис. 4).

Через 1 мес. хранения численность выживших 
клеток в  контроле (планктонная культура) сни-
зилась до 2 × 106 КОЕ/мл (что составляет 0.87% 
от исходного титра 2.3 × 108 КОЕ/мл), тогда как 
в опытных вариантах она была в 2‒7 раз выше для 
гелей на основе гумата Байкал и в 10‒35 раз выше 
для гелей на основе Паохумуса (рис. 6). Таким об-
разом, гель на основе Паохумуса был более эффек-
тивен, чем на основе гумата Байкал. При этом плот-
ность гелей сказывалась по-разному на выживании 
бактерий: Паохумус более эффективен в мягком со-
стоянии, Байкал – в более плотном.

Уровень метаболической активности клеток 
на  эндогенном (остаточном) субстрате в  стаби-
лизированных культурах был в 20 раз выше, чем 
в контрольном варианте (табл. 4), что указывает 
на наличие более высокого метаболизма.

При этом в образцах с ГВ Байкал активность 
была выше, чем в образцах с ГВ Паохумус (0.13 
и 0.1‰ СО2/ч соответственно) (табл. 4), что объ-
ясняется более глубоким метаболическим покоем 
клеток, хранящихся в СГГ с ГВ Паохумус. Эффект 
более медленной реактивации глубоко покоящих-
ся клеток неоднократно отмечался ранее, в  том 
числе в  нашей предыдущей статье при анализе 
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Рис. 3. Доля (% от контроля) выживших клеток E. faecium, хранившихся в течение 1 мес. в контрольном (без добав-
ления ГВ) и опытных вариантах с внесением ГВ в концентрации 0.15 г/л и при хранении с ограничением доступа 
(столбец отмечен цифрой 1) и без ограничения доступа кислорода воздуха (столбец отмечен цифрой 2).
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Рис. 4. Клетки E. faecium, сорбированные на поверхностях гелевых частиц или в геле: а – препарат Энтеросгель; б – 
препарат Полисорб; в – СГГ на основе гумата Паохумус. 1 – Частицы полиметилсилоксана полигидрата; 2 – части-
цы мелкодисперсного кремнезема (Полисорб); 3 – сорбированные клетки E. faecium. Люминесцентная микроскопия.
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прорастании ПФ другой МКБ ‒ E. durans (Нико-
лаев и соавт., 2022).

Выживание клеток E. faecium после гетерофазного 
выращивания с гелевыми сорбентами. Наиболее рас-
пространенным в природе способом существования 
микроорганизмов является их развитие в виде био-
пленок. Эта способность свойственна всем микро-
организмам, в том числе молочнокислым бактериям 
(Mgomi et al., 2023). В наших экспериментах прове-
ряли степень выживания клеток E. faecium, выросших 
при их гетерофазном глубинном культивировании 
в молоке в режиме принудительного перемешивания 
в присутствии различных сорбентов (табл. 2) до ста-
ционарной фазы роста и затем хранящихся в течение 
1 мес. в статических условиях с и без доступа воздуха.

Природа сорбентов не  оказывала влияния 
на максимальную численность выросших стаци-
онарных культур; во  всех вариантах опытов она 
составила ~109 КОЕ/мл. Динамика отмирания по-
пуляций также была схожа. Однако в вариантах 
с  внесением Энтеросгеля через 1 мес. хранения 

выживало больше клеток, чем в вариантах роста 
с Полисорбом и в контроле. При этом в условиях 
ограничения доступа кислорода воздуха выжива-
ло 125% от контроля, а в условиях доступа возду-
ха ~ 400% (5 × 107 КОЕ/мл) от контроля (1.15 × 
107 КОЕ/мл) (рис. 7).

Таким образом, как и в вариантах длительной 
инкубации планктонных культур с внесением гу-
матов, доступность кислорода воздуха при хра-
нении адсорбированных популяций E. faecium 
играет положительную роль в сохранении жиз-
неспособности клеток энтерококка.

Отметим, что гетерофазное культивирование 
известно в биотехнологии как способ получения 
микробной биомассы в  качестве целевого про-
дукта. При этом численность микробных клеток 
на  единицу объема не  увеличивается, что было 
также подтверждено в настоящем исследовании, 
где этот показатель составлял в  стационарной 
фазе культур E faecium в присутствии разных сор-
бентов около 109 кл./мл. Однако выживаемость 
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Таблица 4. Уровни метаболической активности клеток (брожения) на эндогенном субстрате после 1 мес. 
хранения, ‰ СО2/ч

Стационарная 
культура

Контроль  
(стационарная культура, 1 мес.)

Байкал,
1.7% АПТЭС

Байкал,
2.3% АПТЭС

Паохумус,
1.7% АПТЭС

Паохумус,
2.3% АПТЭС

0.24 ± 0.005 0.005 ± 0.005 0.12 ± 0.005 0.14 ± 0.005 0.1 ± 0.005 0.1 ± 0.005
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клеток через 1 мес. хранения популяций, вырос-
ших в  присутствии сорбентов, была выше, чем 
в контроле до 4 раз и зависела от природы сор-
бента и  условий хранения. Выращивание МКБ 
на сорбентах может быть перспективно для полу-
чения более стабильных препаратов.

Таким образом, испытанные способы повыше-
ния жизнеспособности клеток молочнокислой бак-
терии E. faecium при длительном хранении показали 
разную эффективность (табл. 5). Умеренное кратное 
возрастание титра КОЕ наблюдали при использова-
нии гуматов и гелей на основе кремния. В послед-
нем случае не было существенной разницы между 
внесением гелей в культуру клеток или выращива-
нием клеток в их присутствии. Наилучший эффект 
был при иммобилизации клеток стационарной фазы 
в СГГ (в 35 раз выше, чем в контроле).

Таким образом, как и в случае углеводородо-
кисляющих бактерий (Nikolaev et al., 2021; Нико-
лаев и соавт., 2021), наилучший результат получен 
путем иммобилизации клеток в гели, а не на по-
верхность сорбентов. Были исследованы причины 
длительного выживания клеток E. faecium в жидких 
культурах.

Образование длительно выживающих  
покоящихся форм E. faecium при пролонгированном 

хранении их планктонных культур

Известно, что МКБ образуют ПФ разных типов 
при длительном хранении их культур (Голод и со-
авт., 2009; Лойко и соавт., 2014) – толстостенные 
и тонкостенные ЦПК и L-формы. Для объекта на-
стоящего исследования, E. faecium, образование 
ПФ ранее не было показано.

При длительном хранении при комнатной 
температуре в стационарном режиме (до 6 мес.) 
планктонных культур E. faecium, выросших в обе-
зжиренном молоке и среде LB до стационарной 
фазы роста, обнаружены признаки, необходимые 
и достаточные для заключения о наличии покоя-
щихся форм (Chambliss, Vary, 1978; Эль-Регистан 
и соавт., 2006) (табл. 6). В таких культурах, полу-
ченных в естественном цикле развития культуры, 
сохранялся высокий титр жизнеспособных кле-
ток в неростовых условиях (голодание) – доли 
и единицы %; клетки обладали стрессоустойчи-
востью (терморезистентностью) и характерны-
ми свойствами ультраструктурной организации 

Таблица 5. Повышение количества жизнеспособных клеток молочнокислых бактерий E. faecium, выращенных 
на молоке, после 1 мес. хранения, при использовании разных подходов, относительно контроля, крат

Гуматы Сорбенты, гели Иммобилизация в СГГ Гетерофазное выращивание с гелями
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Рис. 7. Доля (% от контроля) выживших клеток популяции E. faecium, выросшей при гетерофазном культивировании 
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(рис. 8); отсутствием экспериментально опреде-
ляемого метаболизма (фиксируемого по отсут-
ствию выделения СО2).

Количество сохранивших жизнеспособность кле-
ток. Было показано, что количество сохранивших 
жизнеспособность клеток зависело от среды роста 
бактерий (табл. 6). Титр выживших клеток был выше 
в культурах, выращенных в среде LB (до 13%), чем 
в молоке (не более 3.6%), в неразбавленном молоке 
было минимальное количество ПФ (не более 0.3%), 
что коррелирует с  содержанием доступных пита-
тельных веществ, сахаров и аминокислот, в этих суб-
стратах. Во всех длительно хранившихся культурах 
интенсивность выделения СО2 была до 80 раз ниже, 
чем в контрольной культуре. Если бы все выжившие 
клетки E. faecium были представлены аметаболиче-
скими ЦПК, то выделения СО2 не наблюдали бы. 
Следовательно, какая-то часть выживающих клеток 
метаболически активна, что подтверждено электрон-
но-микроскопическими исследованиями – по нали-
чию ультраструктурных особенностей, свойственных 
активным клеткам. Зависимость количества выжи-
вающих клеток от количества питательных веществ 
свидетельствует о нахождении выживающих клеток 
(или их части) в метаболически активном состоянии.

Количество образовавшихся форм покоя не за-
висело от условий хранения бактериальных куль-
тур – с или без доступа кислорода.

Доля терморезистентных клеток в  хранящихся 
суспензиях была на порядок выше, чем в культуре 
вегетативных клеток (1‒2 и 0.04% соответственно; 
табл. 6). Высокая терморезистентность свидетель-
ствует о  наличии покоящихся форм типа ЦПК. 

Ультраструктурная организация длительно выжива-
ющих клеток E. faecium, выросших в молоке или 
на среде LB и хранившихся в неростовых условиях 
в течение 6 мес., отличалась от ультраструктурной 
организации вегетативных клеток и имела ярко вы-
раженный полиморфизм. При этом полиморфизм 
выживающих клеток не зависел от среды роста хра-
нившихся популяций ‒ молоко или LB. По этой 
причине на  рис. 8 приведены фото клеток, вы-
ращенных на молоке (рис. 8а, 8б) и хранившихся 
6 мес. (рис. 8в‒8ж) (для клеток, выращенных на сре-
де LB, данные аналогичны и не представлены).

Стационарная культура состояла из однотипных 
клеток размером 1‒1.5 мкм, электронно-плотных, 
часть из которых не завершила деление, окруженных 
тонкой экзополисахаридной капсулой; зона нуклео-
ида визуализируется слабо. В 6-мес. популяциях пре-
обладали лизированные клетки (“чехлы”) (рис. 8в), 
среди оставшихся интактными клеток были клетки 
типа ЦПК двух типов (рис. 8д, 8е), клетки, аналогич-
ные клеткам стационарной фазы (рис. 8г), а также 
L-формы (рис. 8ж). Численность лизированных кле-
ток составляла 70‒90%, численность покоящих форм 
типа ЦПК – около 15% и L-форм – 1‒3%.

Выживающие формы типа ЦПК были пред-
ставлены клетками двух типов, различающихся 
структурой клеточной стенки: I тип – утолщенной 
в 1.5 раза относительно стенки вегетативных клеток 
(60‒70 нм) (рис. 8г, 8д) или II тип – существенно 
более толстой (140 нм) и многослойной (рис. 8 е), 
с более плотной цитоплазмой. Аналогичные по-
коящиеся формы типа ЦПК были описаны ранее 
(Мулюкин и  соавт., 2009; Соляникова и  соавт., 

Таблица 6. Количество и характеристики покоящихся форм E. faecium, выращенных на молоке или среде LB и 
хранившихся 6 мес. в различных условиях

Вариант
Показатели

КОЕ, %
(от 100% КОЕ  

в стационарной фазе)
Терморезистентность, %

(от 100% КОЕ до прогрева)
Выделение СО2, 

%/ч

Среда LB 
Стационарная фаза,
1 сут 100 0.04 0.025 ± 0.005

Колба 2‒3 1.33 0.0006 ± 0.005
Пробирка Хангейта с доступом О2 13 1.71 0.0023 ± 0.005
Пробирка Хангейта без О2 2‒5 2.2 0.0007 ± 0.005

Молоко 
Колба 3.6 1.0 0.0003 ± 0.005 
Пробирка Хангейта с О2 3.4 0.8 0.0025 ± 0.005
Пробирка Хангейта без О2 3.28 1.2 0.0013 ± 0.005

Молоко, разбавленное в 10 раз 
Колба хранение 0.13 0.75 0.0008 ± 0.005
Пробирка Хангейта с О2 0.2 1.0 0.0008 ± 0.005
Пробирка Хангейта без О2 0.32 0.8 0.0009 ± 0.005
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2017). У родственного микроорганизма, E. durans, 
были обнаружены только ЦПК I типа и L-формы 
(Эль-Регистан и соавт., 2023).

Таким образом, по сумме признаков длитель-
но выживающие в  неростовых условиях клет-
ки E. faecium могут быть отнесены к покоящимся 
формам микроорганизмов. Длительное выжива-
ние L-форм молочнокислых бактерий показано 
впервые в нашей предыдущей публикации (Эль-
Регистан и соавт., 2023).

Диссоциативная фенотипическая изменчивость  
E. faecium

Важным признаком ЦПК, отличающим их от 
других типов ПФ (эндо- и  экзоспор, акинет 
и  др.), является изменение (расширение) дис-
социативного спектра популяций, вырастающих 
из ЦПК в новом цикле развития, что было мно-
гократно отмечено ранее (Ivshina et al., 2015; Со-
ляникова и соавт., 2017). Эта особенность ЦПК 

Рис. 8. Электронно-микроскопические снимки тонких срезов клеток E. faecium, выращенных на молоке до стаци-
онарной фазы роста (а, б) и хранившихся 6 мес. в статическом режиме (в‒ж). Обозначения: ВК – ультраструктура 
вегетативных клеток (а, б); ЦПК I типа с утолщенной клеточной стенкой (КС); ЦПК II типа с толстой многослойной 
КС и плотной цитоплазмой, компактизованным нуклеоидом (КН);  L-ф – L-форма клеток без КС (в); ЦПМ – ци-
топлазматическая мембрана (б , г, ж).
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E. faecium была проверена, результаты представ-
лены на рис. 9.

При рассеве на плотные среды аликвот план-
ктонных культур E. faecium, выросших в молоке 
до стационарной фазы, они вырастали популяци-
ей клеток доминантного S-типа (98%) (рис. 9а). 
На агаризованной среде их колонии имели кру-
глую форму; диаметр 1.5‒2 мм, поверхность глад-
кая, края ровные, цвет белесо-серый, края непро-
зрачные с  выпуклой сердцевиной. При рассеве 
на агаризованной среде популяции, хранившейся 
в течение 6 мес., ее диссоциативный спектр резко 
менялся (рис. 9б): колонии S-морфотипа состав-
ляли не более 15%. 60‒70% выросшей популяции 
было представлено колониями Sm-типа, характе-
ризующихся диаметром 0.3‒0.5 мм, с гладкой по-
верхностью, ровными краями, плотной консистен-
ции, полупрозрачными, с выпуклым профилем, 
блестящими, серого цвета (рис. 9б). Около 25% 
колоний были представлены самыми крупными 
колониями Sb-типа (похожих на колонии S-типа, 
но диаметром 2‒3 мм). Очевидно, что максималь-
ной скоростью роста характеризовался морфотип 
Sb-типа, а минимальной ‒ Sm-типа.

Таким образом, естественными способами 
длительного выживания МКБ в разных условиях 
являются:

‒ образование покоящихся цистоподобных кле-
ток, что доказано приведенными выше результата-
ми исследований;

‒ нахождение в  состоянии биопленок, что 
пока не является строго доказанным и составит 
предмет наших дальнейших исследований, но хо-
рошо согласуется с мнением других авторов (Zur 
et al., 2016);

‒ нахождение в состоянии гипометаболизма, от-
личном от состояния покоя и от состояния актив-
ного метаболизма растущих клеток. Это состояние 
мало исследовано и также составит предмет нашего 
изучения.

Кроме того, экзогенное добавление веществ с ан-
тиоксидантным действие (гуматов) или дающих бак-
териям возможность окислительного метаболизма 
и, одновременно, актиоксидантной защиты (гема), 
также существенно (в разы) повышает выживаемость 
МКБ при хранении.

Наибольший практический интерес представ-
ляет обнаруженный способ хранения МКБ при 
их иммобилизации в силанольно-гуматные гели, 
дающий максимальный эффект.

Изучению свойств и морфотипов клеток МКБ, 
длительно выживающих в  силанольно-гумино-
вых гелях, будут посвящены наши следующие 
исследования.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 24-24-20062 и, частично, госзадания Минобрна-
уки РФ для ФИЦ Биотехнологии РАН (зарплата 
Т.А. Канапацкого и Г.И. Эль-Регистан).

БЛАГОДАРНОСТИ

Электронно-микроскопические исследования 
выполнены на оборудовании Центра коллективного 
пользования ФИЦ Биотехнологии РАН “Коллекция 
уникальных и экстремофильных микроорганизмов 

Рис. 9. Колонии диссоциантов E. faecium в популяции, полученной из клеток, выращенных в обезжиренном молоке 
в течение 24 ч (а) и хранившихся в течение 6 месяцев (б). 1 – Колонии доминантного S-морфотипа с размерами до 
2 мм; 2 – колонии Sb-морфотипа с размерами 2‒3 мм; 3 – колонии Sm-морфотипа с размерами менее 1 мм, полу-
прозрачные. Световая микроскопия.
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Long-Term Survival of Enterococcus faecium under Different Conditions  
of Cell Stabilization and Immobilization
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Abstract. Lactic acid bacteria (LAB) play an important role in biotechnology and biomedicine. Their 
most important disadvantage is the rapid death of crops and preparations during storage. Studying 
ways to increase the survival time of lactic acid bacteria under various conditions is an urgent scientific 
and applied task and was the goal of this work. The object was the lactic acid bacterium Enterococcus 
faecium. It has been shown that in aging planktonic cultures, bacteria quickly lose viability (the number 
of viable cells decreases by 2–4 orders of magnitude in 1 month). The development cycle of the E. faecium 
population under these conditions ends with the formation of cyst-like resting cells of two types: L-forms 
and hypometabolic cells. The use of chemical stabilizers, humic substances (typical soil components), 
and increases the number of surviving cells by 2–3 times. With surface immobilization (adsorption) 
on  organosilanol or  inorganic carriers (organosilane, silica), the number of  cells surviving under 
starvation conditions increases by 1.25–3 times. The most effective approach was the immobilization 
of cells in silanol-humate gels (increasing the number of surviving cells up to 35 times relative to the 
control). The data obtained reveal the mechanisms and forms of survival of LAB in natural conditions 
(state of  hypometabolism, the presence of  specialized forms of  dormancy), and can also be  used 
to develop methods for long-term storage of LAB in their biological products.

Keywords: lactic acid bacteria, Enterococcus faecium, survival forms, bacterial immobilization, bacterial viability, 
biological products
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С помощью рестрикционного анализа 5.8S-ITS-фрагмента рДНК и секвенирования домена D1/D2 
26S рДНК изучена дрожжевая микрофлора различных молочных продуктов, реализуемых в России. 
В большинстве изученных кисломолочных продуктов доминировали утилизирующие лактозу дрожжи 
Kluyveromyces и Debaryomyces, а также Lac- дрожжи Saccharomyces, Monosporozyma, Pichia, Geotrichum 
и Yarrowia. Дрожжи Kluyveromyces marxianus присутствовали в большинстве изученных кисломолоч-
ных продуктов, тогда как родственный вид K. lactis обнаружен только в некоторых образцах айрана, 
творога и сыра. Доминирование K. marxianus, по-видимому, связано с их физиологическими особен-
ностями (термо- и осмотолерантность), которые обеспечивают этим дрожжам лучшую приспособля-
емость к промышленным условиям ферментации. Доминирующие в напитках смешанного брожения 
виды Saccharomyces cerevisiae и Monosporozyma unispora полностью отсутствовали в сырах и продуктах 
молочнокислого брожения. В целом, видовой состав дрожжей в значительной степени зависел от кис-
ломолочного продукта, вида молока и конкретного производителя.

Ключевые слова: дрожжевая микрофлора молочных продуктов России, доминирующие виды 
Kluyveromyces marxianus, Debaryomyces hansenii, Saccharomyces cerevisiae, Monosporozyma unispora, Yarrowia 
lipolytica, Pichia fermentans

DOI: 10.31857/S0026365624050106

Молоко и молочные продукты являются важ-
ной составной частью рациона человека с древ-
них времен. Согласно археологическим данным 
и протеомному анализу остатков молочного жира 
и белка на древних керамических сосудах, а так-
же зубного камня человеческих останков, потре-
бление животного молока началось в  Анатолии 
(регион современной Турции) в седьмом тысяче-
летии до нашей эры, а позднее распространилось 
по Европе, евразийским степям и Северной Африке 
(Charlton et al., 2019; Wilkin, 2022).

Помимо молока и разных типов сыров, молочная 
промышленность России производит разнообраз-
ные кисломолочные продукты. Состав конечного 
кисломолочного продукта, а также его органолепти-
ческие характеристики, во многом зависят от вида 
молока, которое использовалось для его изготов-
ления. В настоящее время основным сырьем для 
промышленного производства молочных продук-
тов является коровье молоко. Молоко других мле-
копитающих в основном используется для произ-
водства национальных кисломолочных продуктов 

(тан, айран, кумыс, мацони, катык, курут, шубат 
и другие), которые производятся также из козьего, 
кобыльего, верблюжьего, овечьего и молока буй-
волицы. Национальные кисломолочные продукты 
не так давно стали частью ассортимента молочных 
продуктов, доступных российским потребителям.

Кроме вида молока на конечный состав и органо-
лептические показатели кисломолочного продукта 
значительно влияет используемая закваска, условия 
и продолжительность ферментации. В зависимости 
от используемой закваски кисломолочные продукты 
подразделяются на две основные группы: продукты 
молочнокислого брожения (йогурт, ацидофилин, 
простокваша, творог, варенец, ряженка, мацони, 
сметана и др.) и продукты смешанного – молочно-
кислого и спиртового брожения (кефир, кумыс, ай-
ран, тан, шубат и др.). Наряду с молочнокислыми 
бактериями основными компонентами микробио-
ты различных кисломолочных продуктов являются 
дрожжи, которые в процессе своей жизнедеятель-
ности обогащают их  витаминами, органически-
ми кислотами и другими биологически активными 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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веществами. Особую роль в  молочной промыш-
ленности играют лактозосбраживающие дрожжи, 
которые образуют спирт и  углекислоту, улучша-
ют органолептические свойства готового продукта 
и подавляют развитие вызывающих порчу микроор-
ганизмов (Скородумова, 1969; Fröhlich-Wyder, 2003; 
Козырева и соавт., 2009; Fröhlich-Wyder et al., 2019).

Дрожжевая микрофлора различных кисломолоч-
ных продуктов (кефира, простокваши, кумыса и ка-
тыка) изучалась микробиологами Санкт-Петербурга 
еще в Российской Империи (Николаева, 1907; Ба-
чинская-Райченко, 1911; Бачинская, 1913; Бачин-
ская, Юницкая, 1916). Исследование дрожжей тра-
диционных и национальных кисломолочных про-
дуктов активно продолжилось в СССР (Богданов, 
1930; Старыгина и соавт., 1934; Войткевич и соавт., 
1936; Саруханян и соавт., 1936; Скородумова, 1969). 
В.И. Кудрявцев выделил около 40 штаммов лактозо-
сбраживающих дрожжей из айрана, варенца, мацуна, 
ряженки и других кисломолочных продуктов в раз-
ных регионах СССР (Кудрявцев, 1954).

В последние годы в мире растет популярность 
использования функциональных продуктов пита-
ния, оказывающих благоприятное влияние на здо-
ровье человека. Безусловными лидерами среди них 
являются кисломолочные продукты, в основном 
смешанного брожения (Kazou et al., 2021). Наибо-
лее распространенным кисломолочным продуктом 
смешанного брожения является кефир, для приго-
товления которого используется кефирная закваска 
(кефирные зерна или кефирный гриб), представ-
ляющая собой устойчивое микробное сообщество 
молочнокислых и уксуснокислых бактерий, а так-
же различных видов дрожжей (Nejati et al., 2020; 
Дин и соавт., 2022; González-Orozco et al., 2022). 
Такой разнообразный состав микробиоты кефира 
способствует высокой функциональной ценности 
продукта и комплексному пробиотическому воз-
действию на организм человека (Farnworth, 2005). 
Потребление кефира во  всем мире значительно 
выросло, что связано не только с его уникальны-
ми вкусовыми качествами, но также с большим со-
держанием биологически активных соединений, 
таких как пептиды и витамины (Farnworth, 2005; 
Azizi et al., 2021). Кефир является одним из самых 
любимых функциональных молочных продуктов. 
Считается, что он возник в горах Северного Кавка-
за, Тибета и Монголии, и на протяжении веков его 
производили кустарно, а в настоящее время кефир 
производится промышленно в различных странах 
мира, включая Россию (Farnworth, 2005; Wszolek 
et al., 2006; González-Orozco et al., 2022).

Традиционным кисломолочным напитком 
смешанного брожения также является кумыс, из-
готавливаемый из кобыльего молока и закваски, 
в которую входят молочнокислые, уксуснокислые 
бактерии и дрожжи (Холдина и соавт., 2021). Благо-
даря содержанию большого количества витаминов, 

минеральных элементов и  полиненасыщенных 
жирных кислот кумыс обладает лечебными свой-
ствами и применяется в традиционной медицине 
(Jastrzębska et al., 2017). Родиной кумыса является 
Центральная Азия, он производится в Китае, Мон-
голии, Казахстане, Киргизии и в ряде регионов Рос-
сии (Бурятия, Калмыкия, Башкирия, Татарстан) 
(Холдина и соавт., 2021). Показано, что бактериаль-
ный и дрожжевой состав кумыса зависит от региона 
изготовления (Guo et al., 2019). Недавно были про-
ведены исследования бактериальной микрофлоры 
различных аутентичных кисломолочных продуктов 
России (Kochetkova et al., 2022). Однако дрожжевая 
микрофлора при этом не изучалась.

Целью настоящего исследования является изу
чение дрожжевой микрофлоры разных молочных 
продуктов, реализуемых сегодня в России.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Микробиологические методы. Молочные продук-
ты, из которых проводилось выделение дрожжей, 
и место их изготовления представлены в табл. 1. 
Продукты покупали в  супермаркетах, на  рын-
ке и в специализированных магазинах в Москве 
и Московской области в 2022 (сентябрь–ноябрь) 
и 2023 (февраль–март) годах. Стерильным инстру-
ментом отбирали пробу молочного продукта и по-
мещали ее в колбу с жидкой средой YP (г/л): глю-
коза (“РеаХим”, Россия) – 20; дрожжевой экстракт 
(“Difco”, США) – 10; пептон – 20 (“Difco”). Выра-
щивали при температуре 28°С в течение 2 сут.

После культивирования биомассу рассева-
ли истощающимся штрихом на  агаризованную 
YPD-среду с  добавлением антибиотика хлорам-
феникола и  субстрата X-gal (5-бром-4-хлор-3-
индолил-β-D-галактопиранозид). Антибиотик до-
бавляли в виде 3% спиртового раствора в количестве 
0.5 мл на 100 мл среды. Состав агаризованной YPD-
среды такой же как YP-среды, но с добавлением 2%-
ного бакто-агара (“Difco”, США). Среду разливали 
в количестве 30 мл на одну чашку Петри. После за-
стывания среды на чашку добавляли 200 мкл раство-
ра X-gal с концентрацией 7 мг/мл в ДМФА (диме-
тилформамид) и растирали стерильным шпателем 
до полного впитывания. Культивировали 2 сут при 
температуре 28°С. Отбор штаммов дрожжей прово-
дили по морфологии колоний и клеток.

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) прово-
дили на ДНК-амплификаторе “Bio-Rad” (США). 
ДНК выделяли согласно протоколу, разработан-
ному Lõoke et al. (2011). Амплификацию 5.8S-ITS-
фрагмента, включающего ген 5.8S рРНК и  вну-
тренние транскрибируемые спейсеры ITS1/ITS2, 
проводили при помощи следующей пары прай-
меров: ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') 
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и  ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATTGC-3') 
(White et  al., 1990). Для амплификации домена 
D1/D2 26S рДНК использовали праймеры NL1 
(5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAG-3'), NL4 
(5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'). ПЦР прово-
дили в 30 мкл буфера, содержащего 2.5 мМ MgCl2, 
0.05 мМ каждого дНТФ, 30 пмоль каждого прай-
мера, 2.5 единицы Taq-полимеразы (“Helicon”, 
Россия), 20–200 нг ДНК. Режим проведения ПЦР: 
начальная денатурация при 94°С – 5 мин; затем 
35 циклов по следующей схеме: денатурация при 
94°С – 45 с, отжиг праймеров при 52°С – 30 с, элон-
гация при 72°С – 120 с; конечная элонгация при 
72°С – 10 мин. Продукты амплификации электро-
форетически разделяли в 1% агарозном геле при 50–
55 В в 0.5× TBE буфере (45 мМ Трис, 10 мМЭДТА, 
45 мМ борная кислота; рН 8.0) в течение 1‒1.5 ч. 
Гель окрашивали бромистым этидием, промывали 
в дистиллированной воде и фотографировали в уль-
трафиолетовом свете на трансиллюминаторе Vilber 
Lourmat (Франция). В качестве маркера молекуляр-
ных весов использовали препарат 1 kb DNA Ladder 
(“Fermentas”, Литва).

Анализ полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов (ПДРФ) амплифицированных ITS-
фрагментов проводили с помощью эндонуклеаз ре-
стрикции HaeIII, HindIII, HinfI, BsrDI (“Fermentas”, 
Литва). В качестве контроля использовали видовые 
тестерные штаммы. Рестрикцию проводили при тем-
пературе 37°С в течение 12‒16 ч. Разделение полу-
ченных фрагментов проводили в 1.5–2% агарозном 
геле при 50–55 В в 0.5×ТВЕ буфере в течение 2.5–
3 ч. Гель окрашивали бромистым этидием, а затем 
промывали в дистиллированной воде и фотографи-
ровали в ультрафиолетовом свете на трансиллюми-
наторе Vilber Lourmat (Франция). Размеры фрагмен-
тов определяли при помощи маркера молекулярных 
весов 100 bp DNA Ladder (“Fermentas”, Литва).

Секвенирование. Видовую принадлежность дрож-
жей определяли при помощи секвенирования до-
мена D1/D2 26S рДНК. Нуклеотидные последова-
тельности домена D1/D2 определяли по двум це-
пям с помощью прямого секвенирования по методу 
Сенгера на автоматическом секвенаторе “Applied 
Biosystems 3730” (США). Поиск гомологии с извест-
ными нуклеотидными последовательностями про-
водили с помощью программы BLAST в базе данных 
GenBank. Полученные в данной работе нуклеотид-
ные последовательности заложены в GenBank под 
регистрационными номерами: PP690503–PP690508, 
PP691122–PP691129 и PP692094–PP692103.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Дрожжи выделяли из  молочных продуктов, 
произведенных из  различных видов молока (ко-
ровьего, козьего, кобыльего, овечьего) в  разных 

регионах России, в Белоруссии, Киргизии и Турции 
(таблица).

Всего было изучено 86 молочных продуктов 
и 4 закваски; 60 продуктов и все закваски произ-
ведены в России. Дрожжевую микрофлору не уда-
лось выделить из 28 продуктов молочнокислого 
брожения, для изготовления которых традицион-
но используется бактериальная закваска: варенец, 
каймак, катык, йогурт, курут, масло сливочное 
и кислосливочное, простокваша, ряженка, творог, 
сметана, мацони. Однако из 12 продуктов молочно-
кислого брожения дрожжи были выделены (таблица). 
В некоторых кисломолочных продуктах смешанно-
го брожения дрожжи не были обнаружены: в трех 
образцах кефира (Минск, Белоруссия и г. Колом-
на, Московская обл.), а также в одной закваске для 
кефира и одной для айрана (Челябинская область).

Принимая во внимание, что усваивающие и не 
усваивающие лактозу дрожжи не  различаются 
по морфологии колоний, сначала мы подобрали 
селективную среду для их четкой дифференциации. 
Для этого были использованы две питательные се-
лективные среды: минимальная среда с лактозой 
и YPD-среда с добавлением субстрата X-gal, ко-
торый расщепляется ферментом β-галактозидазой 
с образованием 5,5'-дибромо-4,4'-дихлоро-индиго, 
окрашивающего колонии дрожжей в синий или го-
лубой цвет. Более четкие результаты были получе-
ны при использовании селективной среды с X-gal, 
поэтому в дальнейшем именно на ней проводили 
отбор штаммов (рис. 1).

Видовая идентификация дрожжей. Первичную 
идентификацию дрожжей проводили по типу ко-
лоний, морфологии и размерам клеток. У некото-
рых штаммов также присутствовала мицелиальная 
форма. Всего из изученных молочных продуктов 
было выделено 193 штамма дрожжей, 55 из которых 
были способны утилизировать лактозу. Видовую 
принадлежность выделенных дрожжей определя-
ли с помощью рестрикционного (ПДРФ) анали-
за ПЦР-амплифицированного 5.8-ITS-фрагмента 
рДНК, включающего внутренние транскрибируе-
мые спейсеры ITS1 и ITS2 и ген 5.8S рРНК. Следу-
ет отметить, что ITS1/ITS2-участок является одним 
из основных молекулярных маркеров (баркодов) 
для видовой идентификации аскомицетных дрож-
жей, а в GenBank имеется обширная база дрож-
жевых ITS-последовательностей (Vu et al., 2016). 
Известно, что длина 5.8-ITS фрагмента одинакова 
у видов одного рода, тогда как его последователь-
ность варьирует у  разных видов (Esteve-Zarzoso 
et al., 1999). Поэтому с помощью рестрикционного 
анализа ПЦР-амплифицированных 5.8-ITS фраг-
ментов можно проводить видовую идентификацию 
штаммов дрожжей.

Лактозоусваивающие дрожжи разделились на три 
группы по  размерам 5.8-ITS-фрагмента: 740, 650 
и 425 п.н. (рисунок не  приводится). Первые два 
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Таблица. Видовой состав дрожжевой микрофлоры различных молочных продуктов

Молочный продукт и место его изготовления Видовой состав
Продукты смешанного брожения

Коровье молоко
Айран Кабардино-Балкария, Россия Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae
Айран Ростов-на-Дону, Россия Pichia fermentans
Айран Калужская обл., Россия Kluyveromyces marxianus
Айран фермерский Тульская обл., Россия Kluyveromyces marxianus, Clavispora lusitaniae
Айран турецкий Московская обл., Россия Kluyveromyces lactis, Pichia fermentans
Айран турецкий Рязанская обл., Россия Yarrowia lipolytica
Айран турецкий Московская обл., Россия Yarrowia lipolytica, Candida intermedia
Аралаш Киргизия Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae
Бакай Курут Киргизия Rhodotorula mucilaginosa, Candida parapsilosis
Кефир Брест, Белоруссия Maudiozyma turicensis
Кефир Минск, Белоруссия Maudiozyma turicensis
Кефир Белгородская обл., Россия Monosporozyma unispora, Saccharomyces cerevisiae
Кефир Владимирская обл., Россия Pichia fermentans
Кефир Воронеж, Россия Kluyveromyces marxianus, Monosporozyma unispora

Кефир Воронежская обл., Россия Geotrichum candidum, Candida parapsilosis,  
Candida zeylanoides

Кефир Кабардино-Балкария, Россия Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus,  
Saccharomyces cerevisiae

Кефир Костромская обл., Россия Pichia fermentans
Кефир Краснодарский край, Россия Debaryomyces hansenii
Кефир Липецкая обл., Россия Monosporozyma unispora
Кефир Пензенская обл., Россия Debaryomyces hansenii, Monosporozyma unispora
Кефир, обогащенный 
лактулозой Пенза, Россия Kluyveromyces marxianus, Geotrichum candidum

Кефир термостатный Московская обл., Россия Monosporozyma unispora, Pichia fermentans
Кефир термостатный Марий Эл, Россия Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae
Кефир Калининградская обл., Россия Monosporozyma unispora
Кефир фермерский Тульская обл., Россия Pichia cactophila, Pichia fermentans
Кефирная закваска Москва, Россия Kluyveromyces marxianus

Курунга Улан-Удэ, Бурятия, Россия
Kluyveromyces marxianus, Monosporozyma unispora,  

Pichia fermentans, Pichia membranifaciens,  
Saccharomyces cerevisiae

Тан Киргизия Kluyveromyces marxianus, Monosporozyma unispora, 
Candida boidinii

Тан Свердловская обл., Россия
Kluyveromyces marxianus, Monosporozyma unispora, 

Saccharomyces cerevisiae, Pichia fermentans,  
Pichia kudriavzevii

Тан домашний Рязанская обл., Россия Yarrowia lipolytica
Чалап Бишкек, Киргизия Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae

Козье молоко
Кефир Адыгея, Россия Debaryomyces hansenii
Кефир Владимирская обл., Россия Monosporozyma unispora

Кобылье молоко
Кумыс Тверская обл., Россия Monosporozyma unispora
Кумыс татарский 
фермерский Тульская обл., Россия Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis
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размера характерны, соответственно, для дрожжей 
рода Kluyveromyces и вида Debaryomyces hansenii. С по-
мощью эндонуклеазы HindIII можно дифференци-
ровать виды Kluyveromyces marxianus и K. lactis, тогда 
как дрожжи Debaryomyces hansenii имеют видоспеци-
фичные HinfI и HaeIII паттерны (Esteve-Zarzoso et al., 
1999; Наумова и соавт., 2012).

На основании ПДРФ-анализа среди штаммов 
первой группы были идентифицированы два вида: 
Kluyveromyces marxianus (36 штаммов) и  K.  lactis 
(6  штаммов). Все 11 штаммов второй группы 
были отнесены к виду Debaryomyces hansenii. Ви-
довая принадлежность указанных штаммов была 

подтверждена с помощью секвенирования доме-
на D1/D2 26S рДНК у 5–6 представителей каждой 
группы.

Два штамма, размер 5.8-ITS-фрагмента которых 
составил 425 п.н., были отнесены к виду Candida 
intermedia на  основание секвенирования домена 
D1/D2 26S рДНК.

Неспособные утилизировать лактозу дрож-
жи значительно отличались по размерам 5.8-ITS-
фрагментов (рис. 2).

Большую группу составили штаммы с  харак-
терным для дрожжей рода Saccharomyces размером 
ITS-фрагмента: 850 п.н. Все 25 штаммов имели 

Молочный продукт и место его изготовления Видовой состав

Кумыс Башкортостан, Россия Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae,  
Pichia deserticola

Кумыс Марий Эл, Россия Kluyveromyces marxianus, Pichia manshurica,  
Pichia fermentans

Кумысная закваска Челябинская обл., Россия Monosporozyma unispora, Pichia fermentans,  
Pichia kudriavzevii

Продукты молочнокислого брожения
Коровье молоко

Ацидофилин Калужская обл., Россия Kluyveromyces marxianus
Мацони Тверская обл., Россия Kluyveromyces marxianus, Pichia cactophila
Ряженка Минск, Белоруссия Geotrichum candidum

Ряженка Нальчик, Кабардино-Балка-
рия, Россия Kluyveromyces marxianus

Творог 4% Тульская обл., Россия Kluyveromyces lactis, Pichia fermentans
Творог 9% Пензенская обл., Россия Yarrowia lipolytica
Творог 9% Борисов, Белоруссия Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica
Творог 1% Брест, Белоруссия Magnusiomyces suaveolens
Творог 1% Минск, Белоруссия Geotrichum galactomycetum, Pichia cactophila

Козье молоко

Йогурт 4.5% Удмуртия, Россия Geotrichum galactomycetum, Clavispora lusitaniae,  
Pichia inconspicua 

Творог 2% Белгородская обл., Россия Pichia fermentans
Творог 4% Марий Эл, Россия Pichia cactophila, Candida parapsilosis

Сыры
Сыр овечье-козий 
рассольный Турция Yarrowia lipolytica, Pichia membranifaciens

Сыр рассольный Турция Yarrowia lipolytica

Сыр фета рассольный Воронежская обл., Россия Kluyveromyces marxianus, Pichia fermentans,  
Clavispora lusitaniae

Сыр адыгейский Адыгея, Россия Kluyveromyces lactis, Candida zeylanoides
Сыр камамбер Московская обл., Россия Geotrichum galactomycetum
Сыр винный 
фермерский Тульская обл., Россия Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis

Сыр качокавалло 
фермерский Тульская обл., Россия Debaryomyces hansenii

Окончание таблицы
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характерный для вида S. cerevisiae HaeIII-паттерн 
с четырьмя фрагментами размером 320, 230, 170 
и 130 п.н. (Серпова и соавт., 2011). Секвенирование 
домена D1/D2 26S рДНК подтвердило их принад-
лежность к виду S. cerevisiae.

Многочисленную группу также составили 
штаммы с размером ITS-фрагмента около 775 п.н., 
что характерно для дрожжей Monosporozyma 
unispora (син. Kazachstania unispora). Двадцать четы-
ре штамма имели HaeIII-паттерн, характерный для 
вида M. unispora, тогда как два штамма отличались 
по рестрикционному профилю. Секвенирование 

домена D1/D2 26S рДНК показало, что последние 
два штамма относятся к виду Maudiozyma turicensis 
(син. Kazachstania turicensis).

На основании ПДРФ-анализа и последующего 
секвенирования домена D1/D2 26S рДНК среди 
выделенных дрожжей было идентифицировано 
семь видов рода Pichia: P. cactophila, P. deserticola, 
P. fermentans, P. inconspicua, P. kudriavzevii, P. mem-
branifaciens и P. manshurica. Большинство штаммов 
(29) были отнесены к виду P. fermentans, тогда как 
остальные пять видов были представлены единич-
ными изолятами.

Из различных молочных продуктов были также 
выделены диморфные дрожжи Yarrowia lipolytica, 
Geotrichum candidum (син. Galactomyces candidus) 
и  Geotrichum galactomycetum (син. Galactomyces 
geotrichum). Недавно систематика дрожжей рода 
Galactomyces была изменена с учетом нового меж-
дународного кодекса номенклатуры водорослей, 
грибов и растений (Шэньчжэньский кодекс, Ки-
тай, 2017), на котором был принят принцип “один 
гриб – одно название” (Zhu et al., 2024). Принимая 
во внимание, что анаморфа Geotrichum была опи-
сана раньше телеоморфы Galactomyces, авторами 
было выбрано название рода Geotrichum. В  этой 
же работе была проведена таксономическая реви-
зия рода Magnusiomyces, в который были перенесе-
ны дрожжи Saprochaete suaveolens под видовым на-
званием Magnusiomyces suaveolens (Zhu et al., 2024).

Кроме того, среди выделенных нами дрожжей 
были идентифицированы единичные штаммы 
Clavispora lusitaniae, Magnusiomyces suaveolens и Can-
dida: C. zeylanoides, C. parapsilosis, C. boidinii, C. tropi
calis. Помимо аскомицетовых дрожжей, был иден-
тифицирован один вид базидиомицетовых дрож-
жей Rhodotorula mucilaginosa.

Рис. 1. Дифференциация усваивающих и не усваиваю-
щих лактозу дрожжей на селективной среде YPD с до-
бавлением антибиотика хлорамфеникола и субстрата 
X-gal.

Рис. 2. Размер амплифицированных 5.8S-ITS-фрагментов рДНК штаммов дрожжей, не усваивающих лактозу: 
1 – P. manshurica; 2 – P. kudriavzevii; 3, 4 – Candida parapsilosis; 5, 7 – P. fermentans; 6 – Candida boidinii; 8, 9 – Yarrowia 
lipolytica; 10‒14 – Saccharomyces cerevisiae; 15‒19 – Monosporozyma unispora. М – маркер молекулярных весов (п.н.) 
1 kb DNA Ladder (“Fermentas”, Литва).
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Дрожжевая микрофлора молочных продуктов 
смешанного брожения. Дрожжи были обнаружены 
в 19 образцах кефира и в одной кефирной закваске 
(таблица). При этом видовой состав существенно 
различался у разных производителей.

Доминирующими видами в кефире из коровьего 
молока были Monosporozyma unispora, Kluyveromyces 
marxianus, Saccharomyces cerevisiae и Pichia fermen-
tans. Дрожжевая микрофлора образцов кефира, 
произведенных в Белоруссии, была представлена 
только одним видом Maudiozyma turicensis, кото-
рый не был обнаружен ни в одном из изученных 
российских образцов. Кроме того, образец кефира, 
произведенный в Воронежской области, содержал 
Geotrichum candidum, Candida zeylanoides и Candida 
parapsilosis, а из фермерского кефира, произведен-
ного в Тульской области, были выделены Pichia 
cactophila и Pichia fermentans. Микрофлора кефира 
из козьего молока была представлена дрожжами 
Monosporozyma unispora и Debaryomyces hansenii, ко-
торые также часто выделялись из образцов, произ-
веденных из коровьего молока (таблица).

Дрожжевая микрофлора национального бу-
рятского кисломолочного напитка курунга, кото-
рый рассматривают как кумыс, приготовленный 
из  коровьего молока, была представлена пятью 
видами, включая лактозоcбраживающие дрожжи 
Kluyveromyces marxianus и не усваивающие лактозу 
виды Saccharomyces cerevisiae, Monosporozyma unispo-
ra, Pichia fermentans, Pichia membranifaciens.

Дрожжи были обнаружены во всех изученных 
образцах айрана и тана. Однако их видовой состав 
различался. Наиболее часто в обоих кисломолоч-
ных продуктах встречались ферментирующие лак-
тозу дрожжи Kluyveromyces marxianus. Родственный 
вид K. lactis был выделен только из айрана турец-
кого, произведенного в  Московской области 
(таблица). В  двух образцах айрана (Московская 
и Рязанская обл.) и одном образце тана (Рязанская 
обл.) присутствовали дрожжи Yarrowia lipolytica, 
которые оказались единственными представите-
лями дрожжевой микрофлоры в  рязанских про-
дуктах (таблица). В изготовленном в Московской 
области айране также обнаружены сбраживающие 
лактозу дрожжи Candida intermedia. Дрожжевая 
микрофлора киргизских национальных кисломо-
лочных продуктов (аралаш и чалап) представлена 
дрожжами Kluyveromyces marxianus и Saccharomyces 
cerevisiae. В кисломолочном продукте Бакай Курут 
(Киргизия) были обнаружены только базидиоми-
цетные дрожжи Rhodotorula mucilaginosa. Обычно 
эти дрожжи выделяются из не полностью выдер-
жанных кисломолочных продуктов и зачастую вы-
зывают их порчу (Garnier et al., 2017).

Дрожжевой состав микрофлоры кумыса, на-
ционального напитка из кобыльего молока, раз-
личался в зависимости от места его производства 
(таблица). Наименьшим видовым разнообразием 

характеризовались образцы из Центральной Рос-
сии (Тверская и  Тульская обл.). В  то же  время 
дрожжевая микрофлора кумыса и  кумысной за-
кваски из  более восточных регионов России 
(Башкортостан, Марий Эл, Челябинская обл.) от-
личалась большим разнообразием и  была пред-
ставлена дрожжами Kluyveromyces marxianus, 
Saccharomyces cerevisiae и  четырьмя видами рода 
Pichia ‒ P. fermentans, P. kudriavzevii, P. deserticola, 
P. manshurica. Последние два вида были обнаруже-
ны нами только в образцах кумыса и отсутствовали 
в остальных кисломолочных продуктах.

Мы сравнили видовой состав дрожжей изу-
ченных кисломолочных продуктов смешанного 
брожения (рис. 3).

В кисломолочных напитках с высоким содержа-
нием углекислого газа (кефир, кумыс и тан), не-
зависимо от использованного для их изготовления 
вида молока, преобладали дрожжи Monosporozyma 
unispora, Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces 
cerevisiae и  Pichia fermentans (рис. 3). Несмотря 
на то, что в айране доминирующими видами так-
же были Kluyveromyces marxianus и Pichia fermentans, 
ни в одном из изученных образцов не были обна-
ружены дрожжи Monosporozyma unispora.

В то  же время, присутствовали два вида лак-
тозоусваивающих дрожжей (K. lactis и  Candida 
intermedia), не обнаруженные в других кисломолоч-
ных напитках смешанного брожения (рис. 3). Сле-
дует отметить, что достаточно часто встречающий-
ся в  кефире вид усваивающих лактозу дрожжей 
Debaryomyces hansenii не был обнаружен ни в одном 
из изученных национальных напитков (тан, айран, 
кумыс, курунга и др.). Дрожжи Yarrowia lipolytica 
обнаружены только в тане и айране, преимуще-
ственно в образцах с более высокой жирностью 
(айран турецкий и тан домашний).

Дрожжевая микрофлора продуктов молочнокис-
лого брожения. Дрожжи удалось выделить только 
из мацони (Тверская обл.), двух образцов ряженки, 
ацидофилина из Калужской области и одного об-
разца йогурта, произведенного из цельного козьего 
молока в Удмуртии (таблица). Были идентифици-
рованы следующие виды дрожжей: Clavispora lusita-
niae, Kluyveromyces marxianus, Geotrichum candidum, 
Geotrichum galactomycetum, Pichia cactophila и Pichia 
inconspicua.

Дрожжи были обнаружены в  семи образцах 
творога с разной массовой долей жира (от 1 до 9%) 
и изготовленных как из коровьего, так и из козьего 
молока (таблица). Обладающие высокой липоли-
тической активностью дрожжи Yarrowia lipolytica 
присутствовали только в твороге с массовой долей 
жира 9%. В белорусском образце 9%-ной жирности 
также обнаружены лактозосбраживающие дрожжи 
Kluyveromyces marxianus. Дрожжевая микрофлора 
изученных образцов творога с массовой долей жира 
от 1 до 4% представлена пятью видами: Geotrichum 
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galactomycetum, Kluyveromyces lactis, Magnusiomyces 
suaveolens, Pichia fermentans и Pichia cactophila. Нали-
чие дрожжеподобных грибов рода Geotrichum в об-
разцах творога, по-видимому, связано с достаточно 
высокой протеолитической и липолитической ак-
тивностью этих дрожжей (Grygier et al., 2017).

Дрожжевая микрофлора сыра. Из 14 изученных 
образцов дрожжи удалось выделить только из мягких 
и рассольных сыров, а также из двух полутвердых 
фермерских сыров (таблица). В целом, микрофлора 
исследуемых сыров характеризуется преобладанием 
трех видов дрожжей: Yarrowia lipolytica, Debaryomy-
ces hansenii и Kluyveromyces lactis. Следует отметить, 
что дрожжи Debaryomyces hansenii присутствовали 
только в  фермерских сырах, тогда как в  других 
образцах они отсутствовали. Yarrowia lipolytica была 
обнаружена только в двух рассольных турецких сы-
рах с высоким содержанием жира (25.5 г/100 г), тог-
да как из рассольного сыра более низкой жирности 
(16 г/100 г) эти дрожжи не выделялись. Кроме того, 
турецкий рассольный сыр был изготовлен с добав-
лением овечьего молока, которое характеризуется 
более высоким содержанием жира по сравнению 
с молоком других млекопитающих (Malacarne et al., 
2002; Оноприйко и соавт., 2011).

Сыр камамбер, из которого были выделены толь-
ко дрожжи рода Geotrichum, также имеет высокое 

содержание жира (23 г/100 г). Важное значение этих 
дрожжей при производстве сыра заключается в том, 
что в процессе протеолиза молочного белка казеина 
они способствуют снижению горечи за счет гидро-
лиза горьких пептидов (Wyder et al., 1999). Дрожжи 
рода Pichia были обнаружены только в двух рас-
сольных сырах (таблица), однако в разных видах 
сыра присутствовали различные виды этого рода: 
P. fermentans в фете, а P. membranifaciens в турецком 
рассольном сыре. Лактозоусваивающие дрожжи 
Kluyveromyces lactis удалось обнаружить в двух видах 
сыра, винном и адыгейском, тогда как родствен-
ный вид K. marxianus был выделен из рассольного 
сыра фета.

Как в  сыре, так и  в твороге обнаружены два 
вида Kluyveromyces (K. lactis и K. marxianus), дрожжи 
Yarrowia lipolytica, Pichia fermentans и Geotrichum ga-
lactomycetum (рис. 4).

В то же время, видовой состав дрожжевой ми-
крофлоры этих продуктов существенно различался. 
Дрожжи Pichia membranifaciens присутствовали толь-
ко в сыре, тогда как в твороге обнаружен другой вид 
этого рода ‒ P. cactophila (рис. 4). В образцах творога 
также отсутствовали лактозоусваивающие дрожжи 
Debaryomyces hansenii. Эти дрожжи имеют большое 
значение для процесса созревания сыров, так как 
в  процессе своей жизнедеятельности повышают 

Рис. 3. Сравнительный анализ дрожжевой микрофлоры кисломолочных продуктов смешанного брожения.
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рН среды и, тем самым, способствуют росту молоч-
нокислых бактерий (Fleet, 1990). Следует отметить, 
что все обнаруженные нами дрожжи находили в со-
ответствующих сырах ранее (Bintsis, 2021).

В отличие от  исследованных нами напитков 
смешанного брожения, в сырах, как и в твороге, 
отсутствовали виды Saccharomyces cerevisiae и Mono-
sporozyma unispora, которые активно выделяют угле-
кислый газ в ходе спиртового брожения (рис. 3 и 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты проведенного исследования свиде-
тельствуют о значительном видовом разнообразии 
дрожжей, присутствующих в различных молочных 
продуктах, реализуемых в России. При этом дрожжи 
не были обнаружены в трех образцах кефира, а так-
же в некоторых заквасках для кефира (и айрана). По-
скольку это продукты смешанного брожения, то от-
сутствие в них дрожжей, которые играют ключевую 
роль в формировании вкуса, аромата и образуют 
ряд биологически активных веществ, не  может 
не сказаться на их качестве. Именно дрожжи, ко-
торые образуют небольшое количество спирта 
и углекислый газ, придают кисломолочным на-
питкам определенную остроту. Кроме того, дрожжи 
препятствуют быстрому их закислению, поскольку 
частично усваивают молочную кислоту, в которую 
превращают лактозу молочнокислые бактерии. 
Интересно отметить, что отсутствие дрожжей 
было установлено при микробиологическом ис-
следовании двух промышленных образцов кефи-
ра в Греции, тогда как ампликон-метагеномный 
анализ ITS-участка рДНК свидетельствовал об их 
наличии. Вероятно, это было связано с  ПЦР-
амплификацией фрагментов рДНК нежизнеспо-
собных клеток (Kazou et al., 2021).

С другой стороны, дрожжи были обнару-
жены в некоторых изученных нами продуктах 

молочнокислого брожения, для изготовления кото-
рых традиционно используются закваски на основе 
молочнокислых бактерий. По-видимому, это нель-
зя отнести к нарушению технологии их изготовле-
ния, поскольку дрожжи не только могут придавать 
дополнительный вкус и аромат, привлекая покупа-
телей, но и улучшать полезные свойства молочных 
продуктов.

Дрожжевая микрофлора изученных молочных 
продуктов представлена как усваивающими лак-
тозу (Kluyveromyces, Debaryomyces и Candida), так 
и негативными по этому признаку дрожжами Sac-
charomyces, Maudiozyma, Monosporozyma, Pichia, Yar-
rowia, Geotrichum, Clavispora, Magnusiomyces, Candida 
и Rhodotorula. В различных молочных продуктах 
обнаружено семь видов рода Pichia: P. fermentans, 
P. inconspicua, P. kudriavzevii, P. cactophila, P. mem-
branifaciens, P. manshurica и P. deserticola. Последние 
два вида характерны только для кумыса, в изго-
товлении которого используется кобылье молоко. 
Наиболее часто встречающимся видом рода Pichia 
были дрожжи P. fermentans.

В ряде исследованных продуктов были об-
наружены дрожжи Candida. Как известно, эти 
микроорганизмы являются симбионтами чело-
века и  животных, но  некоторые штаммы и  при 
определенных условиях (например, при избы-
точном размножении), у ослабленных лиц с по-
ниженным иммунитетом могут вызывать тяже-
лые и угрожающие жизни заболевания (Levenson 
et al., 1991; Ruan et al., 2010). Следует отметить, 
что в микробных сообществах сыров с благород-
ной плесенью (сыры с белой плесенью, голубые 
сыры) обнаруживается целый ряд представите-
лей Candida (Desmasures, 2014). В частности, там 
присутствует Candida zeylanoides, обнаруженный 
нами в одном из образцов кефира и в адыгейском 
сыре, и Candida intermedia, присутствующий в од-
ном из образцов айрана турецкого (Levenson et al., 
1991; Ruan et al., 2010).

Рис. 4. Сравнительный анализ дрожжевой микрофлоры творога и сыра.
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Сбраживающие лактозу дрожжи рода Kluyveromy-
ces были выделены как из национальных напитков 
(айран, тан, кумыс, мацони и др.), так и из тради-
ционных продуктов (кефир, ацидофилин, ряженка, 
сыр, творог). Наиболее часто встречались дрожжи 
K. marxianus, которые были выделены из большин-
ства изученных молочных продуктов, тогда как род-
ственный вид K. lactis обнаружен только в четырех 
продуктах: айран турецкий, творог, сыр адыгейский 
и сыр винный. По-видимому, преобладание дрож-
жей K. marxianus связано с их физиологическими 
особенностями (термо- и осмотолерантность) и, как 
следствие, с большей приспособленностью к про-
мышленным условиям ферментации (например, 
пастеризации).

В кисломолочных продуктах смешанного бро-
жения преобладающими видами были также 
дрожжи Saccharomyces cerevisiae и Monosporozyma 
unispora, которые полностью отсутствовали в про-
дуктах молочнокислого брожения и сырах. Дрожжи 
Monosporozyma unispora не обнаружены во всех из-
ученных образцах айрана. Способные расщеплять 
жиры дрожжи Yarrowia lipolytica присутствовали, 
в основном, в молочных продуктах повышенной 
жирности: творог, сыр, айран и тан.

Исследование микрофлоры молочных продуктов 
с применением различных молекулярных методов, 
включая метагеномный анализ, в последние годы 
проводилось многими исследователями в разных 
странах мира. Особенно большое внимание уделя-
лось изучению микробиоты кефирных зерен и ке-
фира (Marsh et al., 2013; Gut et al., 2019; Wang et al., 
2020; Ilıkkan et al., 2021). Следует отметить, что дрож-
жи Monosporozyma unispora, Kluyveromyces marxianus 
и Saccharomyces cerevisiae преобладали повсеместно, 
хотя их соотношение варьировало в зависимости 
от географического происхождения кисломолочного 
продукта (Wang et al., 2020). Считается, что даже не-
большое изменение микробиоты в кефирных зернах 
может привести к значительным изменениям физи-
ко-химических, сенсорных и питательных свойств 
кефирных продуктов. Интересно отметить, что мета-
геномный анализ впервые показал наличие в кефир-
ных зернах дрожжей Naumovozyma dairensis, а также 
анаэробных бактерий, в частности, Bifidobacterium sp. 
(Ilıkkan et al., 2021).

Полученные нами результаты и литературные 
данные указывают на то, что видовой состав дрож-
жевой микрофлоры в значительной степени зависит 
от конкретного молочного продукта, вида молока 
и места производства.
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EXPERIMENTAL ARTICLES 

Yeast Microflora of Dairy Products Sold in Russia
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2 Dmitry Mendeleev University of Chemical Technology of Russia, Moscow, 125047, Russia
*e-mail: lena_naumova@yahoo.com

Abstract. Using restriction analysis of the 5.8S-ITS rDNA fragment and sequencing of the D1/D2 
domain of 26S rDNA, the yeast microflora of various dairy products sold in Russia was studied. Most 
of the fermented milk products studied were dominated by lactose-utilizing yeasts Kluyveromyces and 
Debaryomyces, as well as lactose-negative yeasts Saccharomyces, Monosporozyma, Pichia, Geotrichum 
and Yarrowia. The yeast Kluyveromyces marxianus was present in most of the fermented milk products 
studied, while the related species K. lactis was found only in some samples of ayran, curds and cheese. 
The dominance of K. marxianus is apparently associated with their physiological characteristics (thermo- 
and osmotolerance), which provide these yeasts with better adaptation to  industrial fermentation 
conditions. The dominant species in mixed-fermentation dairy products, Saccharomyces cerevisiae 
and Monosporozyma unispora, were completely absent in cheeses and lactic acid fermentation products. 
In general, the species composition of yeasts largely depended on the fermented milk product, the type 
of milk and the specific manufacturer.

Keywords: yeast microflora, dairy products sold in Russia, dominant species Kluyveromyces marxianus, Debar-
yomyces hansenii, Saccharomyces cerevisiae, Monosporozyma unispora, Yarrowia lipolytica, Pichia fermentans
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С целью получения новых штаммов микроорганизмов-целлюлолитиков для использования в техно-
логиях переработки растительных и других целлюлозосодержащих отходов выделены из различных 
источников четыре новых бактериальных штамма рода Streptomyces. В тестах с Конго красным у изо-
лятов определяли способность к деструкции карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ), микрокристалличе-
ской целлюлозы (МКЦ) и природных целлюлозосодержащих материалов – соломы, опила березы 
и дуба. Количественно активность целлюлазы оценивали при ферментации соломы. На средах с каж-
дым из модельных источников углерода определяли радиальную скорость роста, как показатель, ха-
рактеризующий способность изолятов к колонизации различных субстратов. Сопряженная харак-
теристика целлюлазной активности и радиальной скорости роста на субстратах различной природы 
позволила оценить перспективы дальнейшего использования исследуемых штаммов в качестве де-
структоров целлюлозосодержащих отходов. Лидировал в исследованной выборке штамм Streptomyces 
thermocarboxydus Т1-3, отличающийся наиболее активным ферментативным гидролизом всех модель-
ных источников целлюлозы, высокой радиальной скоростью роста (до 87 ± 3 мкм/ч) и достижением 
в течение 24 ч максимальной активности целлюлазы (171.25 ± 8.13 Ед/мл) при ферментации соломы.

Ключевые слова: целлюлоза, Streptomyces, деструкция, эндо-ксилоглюканазы, колонизация субстрата, 
скорость радиального роста
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В Российской Федерации ежегодно накапли-
вается около 300 млн. тонн отходов сельско-
хозяйственного производства (солома, стебли, 
жмых) и целлюлозно-бумажной промышленности 
(лигнин), а также порядка 50 млн. тонн бытовых 
целлюлозосодержащих отходов (бумага, картон) 
(Громова, 2012). Целлюлоза в окружающей среде 
без ферментативного гидролиза разлагается крайне 
медленно, поэтому сокращение количества от-
ходов и сведение к минимуму неблагоприятного 
воздействия отходов на экономику, окружающую 
среду и здоровье человека – одна из серьезных 
задач современной биотехнологии.

Разложение целлюлозы до глюкозы осущест-
вляется посредством скоординированного дей-
ствия по меньшей мере трех ферментов целлюлаз-
ного комплекса: β-1,4-эндоглюканазы (ЕС 3.2.1.4), 
β-1,4-экзоглюканазы (ЕС 3.2.1.91) и β-D-
глюкозидазы (целлобиазы) (ЕС 3.2.1.21), продуци-
ровать которые способен довольно широкий круг 
микроорганизмов (Jayasekara, Ratnayake, 2019). 

Наиболее изученными и практически востребо-
ванными продуцентами целлюлаз являются грибы, 
в основном, представители родов Trichoderma и As-
pergillus, благодаря более высокой, чем у бактерий, 
продуктивности и стабильности ферментов, а так-
же способности мицелия к проникновению вглубь 
целлюлозосодержащей биомассы. Однако, в срав-
нении с грибами, целлюлазные системы бактерий 
могут обладать рядом биотехнологических преиму-
ществ: субстратной специфичностью, термоустой-
чивостью, особыми оптимумами активности (Gupta 
et al., 2012; Franco-Cirigliano et al., 2013, Escudero-
Agudelo et al., 2023).

Бактерии рода Streptomyces – наиболее многочис-
ленная группа мицелиальных прокариот в почвах, 
где они осуществляют разнообразные химические 
превращения сложных субстратов, которые подчас 
недоступны или труднодоступны другим микроор-
ганизмам. Гены важных для расщепления целлю-
лозы ферментов (Carbohydrate-Active enZYmes  – 
CAZy) ‒ гликозилгидролазы, гликозилтрансферазы, 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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углевод-эстеразы и некоторые окислительно-вос-
становительные ферменты, обладающие вспомо-
гательной активностью, ‒ широко распростра-
нены среди стрептомицетов, однако практически 
значимые уровни целлюлолитической активности 
в действительности встречаются у стрептомицетов 
достаточно редко (Book et al., 2016). На основании 
данных сравнительной геномики авторы связыва-
ют это с отсутствием у большинства представите-
лей рода Streptomyces, не ассоциированных с хозя-
евами-эукариотами, фактора транскрипции CebR, 
как главного регулятора катаболизма целлюлозы 
(Marushima et al., 2009). Геномы высокоактивных 
штаммов включают особую комбинацию семейств, 
важных для расщепления целлюлозы ферментов. 
Отсутствие у стрептомицетов любого из генов, ко-
дирующих ферменты CAZy, относящиеся к  се-
мействам GH9, GH12 и GH74 (с предполагаемой 
активностью эндоглюканазы), GH48 (целлобио-
гидралазы), GH10 и GH11 (ксиланазы), приводит 
к  ограничению целлюлолитической активности 
штаммов (Book et al., 2016).

Традиционные стратегии генетических мани-
пуляций со стрептомицетами для корректировки 
их метаболического потенциала значительно усту-
пают по результативности тем, что уже используют-
ся на практике в отношении продуцентов грибных 
целлюлаз (Рожкова, Кислицин, 2021). Причины 
такого отставания связывают, прежде всего, с вы-
соким содержанием гуанина (G) и  цитозина (C) 
в геномах актиномицетов и ограниченным выбо-
ром генетических инструментов в связи со слабой 
рекомбинацией у  стрептомицетов гомологичной 
ДНК (Kieser et al., 2000; Zhao et al., 2020). Много-
обещающим инструментом для генной инженерии 
стрептомицетов стала технология редактирования 
генома на основе системы CRISPR-Cas9 (Kormanec 
et al., 2019). Однако на практике, при разработке на-
дежных процедур редактирования, еще предстоит 
преодолеть многочисленные технические трудности 
(Ye et al., 2020).

Несмотря на успехи синтетической биологии 
в отношении многих биотехнологически значимых 
микрооорганизмов, целенаправленный поиск новых 
штаммов с более высокой активностью и уникальны-
ми свойствами продолжает сохранять свое значение, 
о чем свидетельствуют многочисленные работы по-
следних лет, направленные на разработку техноло-
гий и биопрепаратов на основе целлюлолитически 
активных стрептомицетов (Bispo et al., 2018; Celaya-
Herrera et al., 2021; Waheeb et al., 2021; Shrestha et al., 
2023; Escudero-Agudelo et al., 2023). Деструктивный 
потенциал стрептомицетов в технологиях конвер-
сии растительной биомассы использован далеко 
не в полной мере. Информация о ферментативных 
системах отдельных видов и обусловленных ими 
различиях в утилизации различных целлюлозных 
субстратов носит фрагментарный характер. Недо-
статочно исследована способность стрептомицетов 
колонизировать различные субстраты в качестве 
источника углерода.

Цель настоящей работы – оценка радиальной 
скорости роста и способности к деструкции различ-
ных целлюлозных субстратов у природных изолятов 
стрептомицетов для выявления штаммов, наиболее 
пригодных к использованию в технологиях перера-
ботки растительных отходов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Микроорганизмы, выделение и культивирование. 
Объектами исследования служили четыре при-
родных изолята бактерий, полученные из почв раз-
ного генезиса (таблица). Выделение осуществляли 
с использованием селективного приема – образцы 
почв перед посевом прогревали при 70°С в течение 
4 ч для ограничения роста немицелиальных бак-
терий. Для посева использовали казеин-глицери-
новый агар (Нетрусов и соавт., 2005). Инкубация 
посевов при 28°С длилась в течение двух недель. 

Таблица. Происхождение и филогенетическое положение штаммов по результатам анализа фрагментов гена 
16S pPНК

Источник выделения Штамм 
№ доступа 

по базе данных 
NCBI

Ближайшие родственники 
по базе данных NCBI Сходство, %

Подзол песчаный  
на древнеаллювиальных песках,  
Кировская обл.

Мb4-2 ON164840.1 S. griseoaurantiacus BQAB-05d
S. indiaensis 1910ICU61 99.37

Выработанный торфяник  
низинного типа, Кировская обл. T1-3 ON164813.1 S. thermocarboxydus EGI124 98.52

Серая лесная почва,  
Нижегородская обл. N27-25 OR215430 S. hygroscopicus XM201

S. geldanamycininus Z374 99.82

Серая лесная почва,  
Нижегородская обл. Н13-3 OR215467.1 S. ryensis zw24 99.47
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Отсев отдельных колоний производили на овся-
ный агар. После процедуры очистки культуры те-
стировали с Конго красным на минеральной сре-
де с 1% карбоксиметилцеллюлозой (КМЦ) (Wood 
et al., 1988). Объем тестируемой выборки составил 
87 изолятов. Для дальнейшей работы были ото-
браны штаммы Мb4-2, T1-3, N27-25 и Н13-3, обе-
спечившие в тесте наиболее значительные (˃35 мм) 
зоны гидролиза КМЦ.

Филогенетический анализ. Таксономическое по-
ложение исследуемых штаммов определяли на ос-
нове анализа фрагментов гена 16S рРНК в НПК 
“Синтол” (г. Москва). ДНК экстрагировали 
из чистых изолятов, ген 16S рРНК амплифици-
ровали с помощью ПЦР с использованием уни-
версальных бактериальных праймеров 16SF75 – 
AGTGGCGGACGGGTGAGTAA и  16SR1100  – 
TTACTAGCGATTCCGACTTCA. Условия для 
ПЦР использовали следующие: начальная денату-
рация при 95°С в течение 4 мин, 32 цикла при 94°С 
в течение 20 с, 58°С в течение 30 с и 72°С в течение 
45 с, конечная элонгация 5 мин при 68°С. Продукты 
ПЦР секвенировали на анализаторе ДНК ABI3130xl 
(“Thermo Fisher Scientific”, СШA). Для установле-
ния процента сходства полученных нуклеотидных 
последовательностей с  имеющимися в  GenBank 
проводили множественные выравнивания после-
довательностей с помощью программы MEGA 11 
(Tamura et al., 2021). Полученные в работе после-
довательности генов 16S рРНК бактерий были 
депонированы в  GenBаnk с  присвоением соот-
ветствующих номеров (таблица).

ПЦР-амплификация генов целлюлазы. Для вы-
явления генов целлюлаз у стрептомицетов прово-
дили ПЦР с использованием двух специфичных 
к генам ферментов семейства GH74 праймеров, 
которые были сконструированы в  ходе работы. 
Разработку праймеров начинали с  поиска ами-
нокислотных последовательностей эндоглюка-
наз семейства GH74 из имеющихся в базе данных 
CAZy (http://www.cazy.org/) для представителей 
рода Streptomyces. Затем находили соответствую-
щие им нуклеотидные последовательности в пол-
ных геномах Streptomyces spp., представленных 
в базе GenBank Nucleotide (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/nuccore/?term). Множественное выравни-
вание нуклеотидных последовательностей прово-
дили в программе Clustal Omega (Sievers, Higgins, 
2014) (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 
Подбор праймеров к консервативным участкам 
генов ферментов семейства GH74 осуществляли 
вручную. Специфичность праймеров оценивали 
в программе BLAST Nucleotide (http://www.ncbi.
nlm. nih.gov/Blast.cgi). Разработанные прайме-
ры GH74F2 5'-GTTCGGCTGGTGGATCCAG-3' 
и GH74R2 5'-GTGGTACATCACGCCGATGTC-3' 
(размер ампликона 216 п.н.) синтезированы 
в НПК “Синтол” (г. Москва).

Суммарные нуклеиновые кислоты выделяли 
по  методике (Sambrook et  al., 1989). Реакцион-
ная смесь (10 мкл) содержала 1 нг ДНК, 200 мкМ 
dNTPs, 10 pМ каждого праймера, 1× PCR-буфер 
и 3.75 ед. Taq-полимеразы (“СибЭнзим”, Россия). 
ПЦР проводили на программируемом термостате 
ТП4-ПЦР-01 Терцик (НПО “ДНК-Технология”, 
Россия) при следующем режиме: 1 цикл 95°С  – 
5 мин, 35 циклов по 95°С – 30 с, 72°С –30 с, 72°С – 
1 мин 30 с, 1 цикл 72°С – 8 мин. Продукты реакции 
разделяли методом вертикального электрофореза 
в 7.0% полиакриламидном геле, который окраши-
вали бромистым этидием (Sambrook et al., 1989). 
Визуализацию результатов электрофореза прово-
дили с помощью трансиллюминатора Квант-312 
(“Helicon”, Россия). Секвенирование по Сэнгеру 
ПЦР-продуктов, полученных в ходе амплифика-
ции с праймерами GH74F2 и GH74R2, выполнено 
в НПК “Синтол” (г. Москва). Биоинформатический 
анализ полученных последовательностей проводи-
ли в два этапа: 1) автоматический с использовани-
ем сервиса BLAST на сайте NCBI; 2) попарные вы-
равнивания в программе Clustal Omega с исходными 
аминокислотными последовательностями, использо-
ванными для дизайна праймеров, после их обратной 
трансляции in silico (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/
st/emboss_backtranseq). Процент сходства рассчиты-
вали на сайте https://molbiol.kirov.ru/.

Эксперименты по деструкции целлюлозных суб-
стратов. Для разных вариантов опыта в  агари-
зованную среду Гетчинсона вносили в  качестве 
единственного источника углерода (10 г/л): КМЦ, 
микрокристаллическую целлюлозу (МКЦ), а так-
же природные целлюлозосодержащие материалы – 
солому, опил березы и опил дуба, которые пред-
варительно размалывали до  состояния порошка. 
Микроорганизмы засевали на чашку уколом в трех-
кратной повторности, в каждом варианте использо-
вали по три чашки. Инкубировали посевы при 28°С 
в течение 14 сут. Затем поверхность заливали 0.1% 
водным раствором Конго красного, экспонировали 
15 мин при комнатной температуре, раствор слива-
ли и поверхность промывали 1М раствором NaCl 
в течение 10 мин. О продукции целлюлаз на раз-
личных субстратах судили по величине обесцвечен-
ной зоны вокруг колонии тестируемого штамма, по-
скольку продукты разрушения целлюлозы не окра-
шиваются красителем (Wood et al., 1988).

Определение радиальной скорости роста. Для из-
мерения радиальной скорости роста (Kr) культуры 
стрептомицетов засевали на агаризованную среду 
Гетчинсона с каждым из модельных целлюлозных 
субстратов таким же образом, как описано выше – 
по 9 уколов для каждого штамма. В контроле про-
изводили посев штаммов на  минеральный агар 
Гаузе 1, источник углерода в котором представлен 
крахмалом (20 г/л) (Гаузе и соавт., 1983). Чашки 
с  посевами инкубировали при 28°С. Измерение 
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диаметров колоний проводили через 48, 96, 120, 
168, 216 и 336 ч от начала культивирования. За ди-
аметр отдельной колонии в данный момент вре-
мени принимали среднее арифметическое 9  из-
мерений. Радиальную скорость роста определяли 
по формуле:

Кr = (d2 ‒ d1)/(t2 ‒ t1),

где d1 и d2 – диаметр колоний (мкм) в начальный 
(t1) и конечный (t2) моменты времени измерения 
соответственно (ч) (Билай, 1973).

Определение активности целлюлаз при разложе-
нии соломы. Культуры выращивали в жидкой мине-
ральной среде следующего состава (г/л): K2HPO4 – 2; 
NH4Cl – 2, NaCl – 2; MgSO4 ‧ 7H2O – 1; MnSO4 – 
0.05; FeSO4 ‧ 7H2O – 0.05; CaCl2 ‧ 2H2O – 0.1. В ка-
честве единственного источника углерода в среду 
вносили измельченную солому в количестве 10 г/л. 
Культивирование осуществляли в стационарных 
условиях при 28°С в течение 6 сут. Для определе-
ния целлюлазной активности мицелий осаждали 
центрифугированием при 6000 об./мин в течение 
10 мин. Для анализа использовали надосадочную 
жидкость. Активность фермента измеряли при 
50°С и рН 5 по начальной скорости образования 
восстанавливающих сахаров, концентрацию ко-
торых определяли спектрофотометрически при 
540 нм с реагентом на основе 3,5-динитросалици-
ловой кислоты согласно методике (Ghose, 1987). 
За единицу активности принимали такое количе-
ство фермента, при действии которого на субстрат 
в условиях ферментативной реакции за 1 ч образу-
ется 1 мкмоль редуцирующих сахаров в пересчете 
на глюкозный эквивалент. Все измерения прово-
дили в трех повторностях, погрешность измерений 
не превышала 5%.

Статистическая обработка результатов и постро-
ение графиков выполнены с использованием про-
грамм Microsoft Excel и  Statgraphics. Результаты 
определения способности стрептомицетов к  де-
струкции различных целлюлозных субстратов были 
кластеризованы и представлены в виде тепловой 
карты с помощь веб-сервиса NGCHM-web-builder 
(Ryan et al., 2019).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Предварительная идентификация штаммов-
целлюлолитиков, основанная на  анализе фраг-
мента гена 16S рРНК, подтвердила, что выделен-
ные штаммы Мb4-2, T1-3, N27-25 и Н13-3 явля-
ются представителями рода Streptomyces, семейства 
Streptomycetaceae, порядка Kitasatosporales, класса 
Actinomycetes. Сравнение полученных нуклеотид-
ных последовательностей с другими представлен-
ными в  NСBI последовательностями позволило 

с  высокой долей вероятности (уровень сходства 
составил более 98.5%) заключить, что изучаемые 
микроорганизмы являются ближайшими генети-
ческими родственниками видов S. griseoaurantia-
cus/S. indiaensis (Мb4-2), S. thermocarboxydus (T1-3) 
S. hygroscopicus/S. geldanamycininus (N27-25) и “S. 
ryensis” (Н13-3) (таблица). Осторожность в  ин-
терпретации результатов в отношении видов рода 
Streptomyces обусловлена тем, что сходство генов 
16S рРНК не всегда гарантирует достаточно высо-
кий уровень родственности бактериальных геномов, 
и в большинстве случаев для видовой идентифика-
ции стрептомицетов необходим мультилокусный 
или полногеномный анализ (Komaki, 2023).

В образцах ДНК всех выделенных по способ-
ности к  гидролизу КМЦ штаммов в  ходе ПЦР-
амплификации с праймерами GH74F2/ GH74R2 
был выявлен целевой ампликон – 216 п.н. Для про-
верки идентичности амплифицированных фраг-
ментов генам целлюлаз ПЦР-продукты исследуемых 
штаммов подвергли секвенированию. Cервисом 
BLAST установлено сходство (87.6‒98.2%) полу-
ченных нуклеотидных последовательностей с после-
довательностями полных геномов Streptomyces spр. 
В связи с тем, что данные полных геномов не дают 
информации о конкретном гене, полученные после-
довательности ПЦР-продуктов стрептомицетов по-
парно выравнивали с исходными аминокислотными 
последовательностями, использованными для дизай-
на праймеров, после их обратной трансляции in silico. 
Процент сходства с последовательностями глико-
зид-гидролаз семейства GH74 изменялся от 57.9 
до 78.0% в зависимости от штамма. Наиболее вы-
сокое (78.0%) сходство ПЦР-продукта с последо-
вательностью β-1,4-эндоглюканазы S. viridosporus 
T7A (регистрационный номер QEU87985.1 
в GenBank), принадлежащей к семейству GH74, 
установлено для штамма “S. ryensis” Н13-3. После-
довательности ампликонов, полученные для штам-
мов S. griseoaurantiacus Мb4-2 и S. thermocarboxydus 
T1-3, совпадали с  последовательностью β-1,4-
эндоглюканазы S. pristinaespiralis (ALC25053.1) 
на  61.4 и 59.9% соответственно. ПЦР-продукт 
штамма S. hygroscopicus N27-25 был гомологичен 
целевому ферменту S. glaucescens (QEU68415.1) 
только на 57.9%. Невысокий уровень выявленно-
го сходства может быть обусловлен как наличием 
генного полиморфизма исследуемых ферментов, 
так и пока ограниченным количеством представ-
ленных в GenBank данных (López-Mondéjar et al., 
2016). Тем не менее результаты указывают на нали-
чие у исследуемых культур генов, кодирующих син-
тез 1,4-β-эндоглюканаз, относимых по международ-
ной классификации ферментов к семейству GH74.

Эндо-1,4-глюканазы (ЕС 3.2.1.4) катализируют 
гидролиз 1,4-β-D-гликозидных связей в различных 
β-глюканах, что является одним из необходимых ус-
ловий процесса конверсии растительной биомассы. 
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В  целлюлозе при этом гидролизу подвергаются 
преимущественно ее аморфные области, однако 
известны эндоглюканазы, способные разлагать 
кристаллическую целлюлозу (Cecchini et al., 2018).

Стрептомицеты характеризуются неодинаковой 
способностью к утилизации различных источников 
углерода. Чтобы выяснить возможность деструкции 
тех или иных целлюлозосодержащих субстратов 
новыми изолятами, их высевали на синтетические 
среды, содержащие в качестве единственного ис-
точника углерода КМЦ, МКЦ, а также природные 
целлюлозосодержащие материалы – солому, опил 
березы и опил дуба. Результаты определения в те-
сте с Конго красным величины зон их деструкции 
различными штаммами представлены в виде те-
пловой карты (рис. 1).

Столбцы обозначают различные источники 
целлюлозы, а  строки  – исследуемые штаммы. 
Наибольшей активностью деструкции модельных 
целлюлозных субстратов, судя по величине зон 
гидролиза, характеризовался S. thermocarboxydus 
T1-3. Так, обесцвеченные зоны гидролиза 
МКЦ и КМЦ составили у этого штамма 51 ± 3 
и 48 ± 2 мм соответственно, т.е. существенно пре-
высили зоны гидролиза КМЦ, образуемые лучши-
ми целлюлолитическими изолятами стрептомице-
тов из почв Египта – 25 мм (Waheeb et al., 2021) 
и соляных лагун Мексики – от 30 мм (Escudero-
Agudelo et al., 2023). Кластеризация полученных 
данных автоматизированным алгоритмом выде-
лила штамм S. thermocarboxydus T1-3 в отдельный 
кластер А, объединив в кластер Б три другие куль-
туры S. griseoaurantiacus Мb4-2, S. hygroscopicus N27-
25 и “S. ryensis” Н13-3, менее эффективно разла-
гающие как кристаллические формы целлюлозы, 
так и природные целлюлозосодержащие субстра-
ты. Между собой штаммы кластера Б различались, 
в основном, по способности к деструкции дубового 
опила и КМЦ.

При построении тепловой карты были сгруппи-
рованы по доступности для микробного разложения 
также сами модельные субстраты. В кластер I вошли 
природные целлюлозосодержащие материалы, до-
ступность которых снижалась в ряду: солома–бере-
зовый опил–дубовый опил (рис. 1). Второй кластер 
(II) объединил субстраты, представляющие собой 
кристаллические формы целлюлозы.

Величина зон гидролиза МКЦ (35‒41 мм) 
и КМЦ (19‒48 мм) почти у всех изолятов суще-
ственно превышала величину зон гидролиза при-
родных целлюлозных материалов (12‒25  мм). 
Только у  штамма S. hygroscopicus N27-25 спо-
собность разлагать КМЦ (20  ±  3 мм), солому 
(17 ± 1 мм) и опил березы (19 ± 1 мм) существенно 
не различалась.

С помощью двухфакторного дисперсионного 
анализа полученных данных было установлено, что 
на варьирование величины зоны гидролиза фак-
тор “субстрат” (F = 76.06; p ≤ 0.05) оказал втрое 
большее влияние, чем фактор “штамм” (F = 25.62; 
p ≤ 0.05). Варьирование показателя, обусловленное 
взаимодействием факторов “штамм” × “субстрат” 
(F = 24.28; p ≤ 0.05), оказалось близким по силе 
к влиянию самого фактора “штамм”. Известно, что 
целлюлаза представляет собой многокомпонентную 
ферментную систему, синтез отдельных компонен-
тов которой индуцируется используемым субстра-
том (Rajagopal, Kannan, 2017). Различия исследуемых 
штаммов по способности утилизировать модельные 
целлюлозные субстраты, очевидно, обусловлены осо-
бенностями состава их ферментного комплекса.

Процесс разложения целлюлозной массы тес-
но связан с колонизацией субстрата микроорга-
низмами-деструкторами. Мицелиальное строение 
стрептомицетов позволяет им с успехом распро-
страняться на  поверхности и  проникать внутрь 
субстратов. Радиальную скорость роста (Кr) каж-
дого изолята оценивали путем периодического 

Рис. 1. Тепловая карта, отражающая различия в величине зон гидролиза стрептомицетами целлюлозы в составе раз-
личных субстратов: 1 – опил дуба; 2 – солома; 3 – опил березы; 4 – КМЦ; 5 – МКЦ.
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замера диаметра колоний, растущих в  чашках 
Петри на  средах с  модельными целлюлозными 
субстратами в качестве единственного источника 
углерода. Кr определяли за определенный проме-
жуток времени. На рис. 2 приведены зависимости 
значений Кr от времени роста на модельных ис-
точниках углерода. Рост культур на целлюлозосо-
держащих средах начинался на 2‒3 сут позже, чем 
на контрольной среде с крахмалом.

Динамика роста стрептомицетов на разных сре-
дах при одинаковых условиях инкубации была нео-
динакова. Так, S. thermocarboxydus T1-3 развивался 
на всех модельных источниках целлюлозы с высо-
кой скоростью, близкой к росту на среде с крахма-
лом (63 ± 6 мкм/ч), за исключением среды с МКЦ 
(Кr = 29 ± 13 мкм/ч) (рис. 3).

Наиболее быстрым ростом в течение всего вре-
мени экспозиции (Кr = 87 ± 3 мкм/ч) штамм ха-
рактеризовался на среде с соломой. На всех средах, 
содержащих природные растительные материалы, 
до 168 ч экспозиции Кr была примерно одинакова, 
затем на средах с древесным опилом, как и на сре-
де с КМЦ, постепенно снижалась (рис. 2).

S. griseoaurantiacus Мb4-2 рос на всех источни-
ках углерода, включая крахмал, с одинаково невы-
сокой скоростью (Кr от 31 ± 1 до 43 ± 7 мкм/ч). 
Продолжительность фазы логарифмического роста 
у этой культуры варьировала от 48 и 96 ч на средах 

с соломой и древесным опилом до 168 ч на сре-
дах с КМЦ и МКЦ. В промежутке 216‒336 ч для 
этого штамма отмечена вторая лог-фаза, наи-
более интенсивная на  среде с  дубовым опилом 
(Кr = 67 ± 16 мкм/ч).

S. hygroscopicus N27-25 тоже рос с 7-суточной 
периодичностью при культивировании на  сре-
дах с природными растительными материалами. 
На  среде с  КМЦ рост этой культуры проявился 
только в  самом конце экспозиции (216‒336 ч), 
Кr составляла 29 ± 4 мкм/ч.

Рост “S. ryensis” Н13-3 наблюдали на  средах 
со всеми модельными источниками углерода, кро-
ме дубового опила, что можно объяснить как чув-
ствительностью штамма к танинам (Scalbert, 1991), 
так и отсутствием соответствующих субстрат-специ-
фичных ферментов. Наиболее высокая скорость ро-
ста выявлена на средах с соломой (Кr = 50 ± 2 мкм/ч) 
и опилом березы (Кr = 55 ± 5 мкм/ч) (рис. 3).

На варьирование параметра Кr, как показали ре-
зультаты двухфакторного дисперсионного анализа, 
существенное влияние оказывали оба фактора – 
“штамм” (F = 934; p ≤ 0.05) и “субстрат” (F = 383; 
p ≤ 0.05), а также взаимодействие факторов “суб-
страт” × “штамм” (F = 83; p ≤ 0.05). При этом ва-
рьирование величины Кr, обусловленное фактором 
“штамм”, более чем в два раза превышало варьи-
рование, обусловленное фактором “субстрат”, и на 
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Рис. 2. Динамика скорости радиального роста на средах с различными источниками углерода штаммов: 1 – S. 
griseoaurantiacus Мb4-2; 2 – S. thermocarboxydus T1-3; 3 – S. hygroscopicus N27-25; 4 – “S. ryensis” Н13-3.
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порядок – изменчивость, обусловленную взаимо-
действием этих факторов. Главенствующую роль 
штамма в скорости заселения субстрата необходимо 
учитывать при выявлении культур стрептомицетов, 
пригодных для деструкции целлюлозосодержащих 
материалов.

Сопоставление данных по радиальной скорости 
роста с результатами определения целлюлазной ак-
тивности стрептомицетов на средах с различными 
источниками углерода, вопреки ожиданию, не выя
вило строгого соответствия между этими параметра-
ми ни для одной из культур. Если зоны деструкции 
природных растительных субстратов в тесте с Конго 
красным и диаметры колоний совпадали по величи-
не, или расхождение составляло не более 1‒2 мм, 
то в отношении КМЦ и МКЦ такое соответствие 
прослеживалось не всегда. Величина колоний, об-
разуемых штаммами N27-25 и Н13-3, значительно 
уступала величине зон ферментативного гидролиза. 
Согласно литературным данным, регуляция разме-
ра колоний связана у стрептомицетов с феноменом 
программируемой клеточной смерти (ПКС), про-
исходит в соответствии с доступностью источни-
ков углерода и тем самым способствует установле-
нию оптимального соотношения размеров колонии 
с реальным запасом ресурсов среды (Филиппова, 
Виноградова, 2017). Согласно этим представлени-
ям, все исследуемые штаммы хорошо метаболизи-
руют растительные субстраты, поскольку зоны де-
струкции целлюлозы и колонизации пространства 

по  величине совпадают, и  гораздо хуже  – кри-
сталлическую целлюлозу, о чем свидетельствуют 
не только меньшие значения радиальной скорости 
роста, но и перекрывание у штаммов N27-25 и Н13-
3 размеров колоний зонами деструкции целлюлозы.

Оценка связи между целлюлазной активностью 
и средней скоростью радиального роста стрепто-
мицетов с помощью корреляционного анализа вы-
явила слабую, но достоверную обратную зависимость 
(r = ‒0.22, p ≤ 0.05) между этими показателями. Воз-
можно, у некоторых стрептомицетов недостаточная 
активность целлюлазного комплекса отчасти ком-
пенсируется скоростью их расселения в пространстве 
для поиска более доступных источников углерода.

Определение целлюлазной активности по ко-
личеству редуцирующих сахаров с ДНС-реагентом 
проводили при выращивании стрептомицетов 
в жидкой среде с соломой в качестве единствен-
ного источника углерода. Результаты позволили 
ранжировать исследуемые штаммы в порядке воз-
растания активности фермента: S. hygroscopicus 
N27-25 (63.00 ± 9.45 Ед/мл) < S. griseoaurantiacus 
Мb4-2 (124.38 ± 18.67 Ед/мл) ≤ “S. ryensis” Н13-3 
(149.38 ± 10.52 Ед/мл) < S. thermocarboxydus Т1-3 
(171.25  ±  8.13 Ед/мл). Продолжительность фер-
ментации соломы до момента достижения макси-
мальной активности целлюлазы у этих штаммов 
составила 96, 48, 24 и 24 ч соответственно. Осо-
бый интерес представляет S. thermocarboxydus Т1-3, 
продемонстрировавший максимальную активность 
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уже через 24 ч ферментации соломы. Хотя сравне-
ние наших результатов с  данными, известными 
из литературы, затруднено из-за различий в услови-
ях определения активности и синтеза фермента, все 
же отметим, что исследуемые изоляты обладают до-
статочно высокой специфической ферментативной 
активностью по сравнению с другими целлюлолити-
ческими представителями рода Streptomyces. Напри-
мер, в предыдущих исследованиях при росте штамма 
Streptomyces sp. F262 на среде с измельченной пше-
ничной соломой (1.2%) и добавлением дрожжевого 
экстракта максимальная активность эндоглюконазы 
наблюдалась только после 7-дневной ферментации 
и составила 1.73 Ед/мл (Tuncer et al., 2004). В дру-
гой работе оценка способности S. thermocarboxydus 
использовать для синтеза ферментов восемь различ-
ных видов агроотходов в погруженной культуре вы-
явила максимальную активность целлюлазы только 
через 72 и 96 ч ферментации при росте штамма на ко-
журе граната (1.07 Ед/мл) и апельсина (5.53 Ед/мл) 
соответственно (Shrestha et al., 2023). Эндоглюконаз-
ная активность штамма Streptomyces sp. STCH565-A 
в жидкой среде с КМЦ и добавлением глюкозы из-
менялась от 0.15 до 0.27 Ед/мл, начиная с 4-х сут ро-
ста (Escudero-Agudelo et al., 2023). Результаты, сопо-
ставимые по величине активности фермента с на-
шими, были получены для штамма S. diastaticus 
PA-01 на 4-е сут ферментации кукурузного жмыха 
(154.45 Ед/мл) и на 5-е сут ферментации жома са-
харного тростника (148.11 Ед/мл). Но максималь-
ную активность (1180.3 Ед/мл) этот штамм проявил 
после 5-сут ферментации на среде и в условиях, оп-
тимизированных с помощью метода поверхности 
отклика в  многофакторном эксперименте (Bispo 
et al., 2018). Все другие приведенные значения фер-
ментативной активности получены авторами в ус-
ловиях без проведения процедуры их оптимизации.

Таким образом, наилучшим кандидатом для ис-
пользования в качестве деструктора растительных 
отходов стал штамм S. thermocarboxydus T1-3, отли-
чающийся наиболее активным ферментативным 
гидролизом всех модельных источников целлюло-
зы, высокой радиальной скоростью роста на боль-
шинстве субстратов, максимальной активностью 
целлюлазы, достигаемой при ферментации соломы 
за рекордно короткое время.

Использование несложных, но  эффективных 
методик по обнаружению и оценке целлюлазной 
активности у новых штаммов актиномицетов по-
зволит шире использовать их потенциал для нужд 
биотехнологии.
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EXPERIMENTAL ARTICLES 

Cellulolytic Potential of New Strains of Soil Streptomycetes

N. A. Bokov1, 2, *, A.V. Bakulina1, E. A. Bessolitsyna1, I. G. Shirokikh1, 2

1Federal Agricultural Scientific Center of the North-East named N.V.Rudnitsky, Kirov, 610007, Russia
2Vyatka State University, Kirov, 610000, Russia

*e-mail: nikita-bokov@mail.ru

Abstract. In order to  obtain new strains of  cellulolytic microorganisms for use in  technologies 
for processing plant and other cellulose-containing waste, four new bacterial strains of the genus 
Streptomyces have been isolated from various sources. In tests with Congo red, the isolates’ ability 
to degrade carboxymethylcellulose (CMC), microcrystalline cellulose (MCC) and natural cellulose–
containing materials – straw, birch and oak sawdust was determined. The activity of cellulase was 
quantified during fermentation of straw. On media with each of the model carbon sources, the radial 
growth rate was determined as an indicator characterizing the ability of isolates to colonize various 
substrates. The conjugate characteristic of cellulase activity and radial growth rate on substrates of various 
natures made it possible to assess the prospects for further use of the studied strains as destructors 
of cellulose-containing waste. The strain Streptomyces thermocarboxydus T1-3 was the leader in the 
studied sample, characterized by the most active enzymatic hydrolysis of all model cellulose sources, 
a high radial growth rate (up to 87±3 microns/hour), and the achievement of maximum cellulase activity 
(171.25±8.13 U/ml) during straw fermentation within 24 hours.

Keywords: cellulose, Streptomyces, destruction, endoxyloglucanases, substrate colonization, radial growth rate
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В биореакторе последовательно-периодического действия прослежены изменения структуры 
и свойств обогащенного фосфат-аккумулирующими микроорганизмами (ФАО) сообщества после 
сдвига рН в слабокислую область (рН 6.7‒7.1). Доля Candidatus Accumulibacter снизилась с 43.6 
до  13.9%, тогда как возросло количество потенциальных ФАО, относящихся к  Dechloromonas 
и Thauera. При этом доля суммарного количества ФАО изменилась незначительно и составила 
40‒43%. Доля основных конкурентов ФАО – гликоген-аккумулирующих микроорганизмов (ГАО) 
в  течение эксперимента оставалась незначительной: фрагменты гена 16S рРНК Competibacter 
до и после изменения рН составили 2‒4%. Снижение рН привело к падению количества выделяе-
мых в анаэробной фазе фосфатов, однако количество фосфора в биомассе и его удаление оставалось 
высоким – 15‒17 и 92‒94% соответственно.

Ключевые слова: биологическое удаление фосфора, фосфат-аккумулирующие бактерии (ФАО), очист-
ка воды, Ca. Accumulibacter, Dechloromonas, Thauera
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Жизнедеятельность осуществляющих биоло-
гическое удаление фосфора фосфат-аккумулиру-
ющих организмов (ФАО) зависит от многих фак-
торов: температуры, рН, состава и концентрации 
органических и неорганических субстратов, кон-
центрации кислорода, режима работы биореакто-
ра (Zhao et al., 2022). Один из важнейших факто-
ров, определяющих эффективность биологических 
процессов очистки сточных вод от биогенных эле-
ментов, – кислотность среды. В биореакторах с ак-
тивным илом значение рН  лежит, как правило, 
в пределах 6‒9. В этом диапазоне влияние кислот-
ности на эффективность удаления органического 
вещества и денитрификацию не критично, тогда 
как ФАО и нитрифицирующие микроорганизмы 
более чувствительны к варьированию кислотно-
сти (Metcalf, Eddy, 2018). Следует отметить, что 
при высоких концентрациях аммонийных соеди-
нений и нитритов влияние рН может быть связано 
не с внеклеточной концентрацией протонов, а с ин-
гибированием биологических процессов аммиаком 

или недиссоциированной формы азотистой кисло-
ты, доля которых возрастает, соответственно, с по-
вышением или понижением значения рН (Liu et al., 
2019; Andreadakis et a., 2021).

В ряде работ показано, что биологическое уда-
ление фосфора (P) в  интервале рН 6.5‒8.6 воз-
растает с увеличением рН, и оптимум лежит, как 
правило, в слабощелочных условиях (рН 7.1‒8.0) 
(Schuler, Jenkins, 2002; Pijuan et  al., 2004; Zhang 
et al., 2005; Chen, Gu, 2006). Считается, что основ-
ная причина снижения фосфат-аккумулирующей 
способности консорциума – результат конкуренции 
за субстрат между гликоген-аккумулирующими ор-
ганизмами (ГАО) и ФАО, и при снижении рН пре-
имущество получают ГАО. Эти микроорганизмы 
имеют сходный с ФАО циклический тип метаболиз-
ма, но не обладают способностью к циклированию 
фосфатов при смене анаэробно/аэробных условий 
(Serafim et al., 2002; Oehmen et al., 2005). В отличие 
от ФАО, ГАО в анаэробный период цикла погло-
щают органическое вещество не за счет энергии 
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гидролиза полифосфатов, а  за  счет использова-
ния внутриклеточного гликогена. В работах (Filipe 
et al., 2001а, 2001b) было показано, что в анаэробной 
фазе SBR-цикла с повышением рН преимущество 
получают ФАО за счет поддержания высокой ско-
рости потребления ацетата, сопряженным с гидро-
лизом полифосфатов. В аэробной фазе при сниже-
нии рН до 6.5 активность ФАО (прирост биомассы, 
расход полигидроксиалканоатов) падает, тогда как 
у ГАО активность в этом диапазоне практически 
неизменна. Увеличение преимущества ФАО при по-
вышении рН установлено на примере активного ила 
и культур, обогащенных такими представителями 
ФАО как Са. Accumulibacter и Tetrasphaera (Nguyen 
et al., 2023), причем эта закономерность проявлялась 
при использовании не только ацетата, но и других 
субстратов, используемых ФАО (Oehmen et al., 2005; 
Chen, Gu., 2006; Zhang et al., 2007).

Для биологического удаления фосфора наи-
более нестабильной оказалась область значений 
рН 6.5‒7.0. Даже при незначительном сдвиге рН 
в эту область наблюдались радикальные измене-
ния состава сообщества и падение эффективности 
удаления фосфора (Zhang et al., 2005; Tu, Schuler, 
2013). Несмотря на то, что слабокислые условия ха-
рактерны для биореакторов очистки сточных вод, 
функциональные свойства и структура сообщества 
ФАО в этой области остаются малоизученными.

Учитывая, что рН может иметь критическое зна-
чение для существования в микробном сообществе 
ФАО и эффективности удаления фосфора, в насто-
ящей работе мы исследовали реакцию обогащен-
ной ФАО культуры на сдвиг рН из благоприятной 
в неблагоприятную для ФАО слабокислую область. 
Исходной культурой было обогащенное Ca. Accu-
mulibacter сообщество, сформировавшееся в лабора-
торном реакторе последовательно-периодического 
действия (SBR – Sequencing Batch Reactor) в тече-
ние длительного времени культивирования (более 
2 лет) в слабощелочных условиях.

Выращивание микробного сообщества про-
водили в SBR с рабочим объемом 2 л в цикличе-
ских условиях, способствующих развитию ФАО, 
при температуре 20 ± 0.5°С. Один SBR-цикл про-
должительностью 6 ч включал последовательные 
фазы: подача свежей среды, анаэробная и аэробная 
фазы, отстаивание и вывод избыточной (прирос-
шей) биомассы. Время удержания биомассы со-
ставило 17.5 сут. Экзогенным источником углерода 
и энергии служил ацетат (Ац). Отношение ацетат/
фосфор в исходной среде составляло 12 мг Ац/мг Р. 
Для регулирования рН в исходную среду добавляли 
0.1 н HCl. В пробах из биореактора определяли вес 
сухой биомассы (СБ), концентрации растворен-
ных фосфатов и ацетата. Основные характеристики 
биореактора, состав среды и методы исследования 
детально описаны нами ранее (Pelevina et al., 2023). 
Таксономический состав сообщества определяли 

методом высокопроизводительного секвенирова-
ния фрагментов гена 16S рРНК, описанным ранее 
(Пелевина и соавт., 2021).

Содержание фосфора в биомассе рассчитывали 
по формуле

P%= 100 × (Pin ‒ Pout) × SRT/(СБ × HRT),

где Pin и Pout – концентрации P-PO4 в подающейся 
и отводящейся среде (мг/л), SRT – время удержа-
ния биомассы (ч), HRT – гидравлическое время 
пребывания в биореакторе (ч).

В исходной культуре до изменения кислотно-
сти в течение SBR-цикла рН циклически изменял-
ся от близкого к нейтральному (рН 7.0‒7.1) в анаэ-
робной фазе до 7.5‒8.3 в аэробной фазе, что соот-
ветствовало типичной динамике рН, характерной 
для обогащенных ФАО культур. Известно, что 
без рН-корректировки изменение рН  в  биоре-
акторе связано с потреблением ацетата, а также 
с циклом поглощения/выделения фосфатов и вы-
бросом углекислоты (Serralta et al., 2006). В этот пе-
риод культура проявляла типичный ФАО-фенотип: 
в анаэробную фазу весь ацетат потреблялся, что со-
провождалось выходом фосфатов в среду, в аэроб-
ную фазу фосфаты почти полностью поглощались 
(рис. 1). Отношение выделенного в  анаэробной 
фазе фосфора к потребленному ацетату (Р/Ац) со-
ставило 1.1‒1.6 Р-моль/Ац-моль.

После изменения кислотности значения рН 
в анаэробной и аэробной фазах снизились до 6.6–
6.8 и 6.9–7.4 соответственно. Ацетат в анаэробной 
фазе полностью потреблялся, однако количество 
выделенного фосфата снизилось вдвое, и Р/Ац по-
низилось до 0.5–0.6 Р-моль/Ац-моль. Этот факт 
соответствует существующим представлениям 
о снижении расхода энергии на транспорт ацетата 
при более низких рН и, соответственно, снижении 
гидролиза внутриклеточных полифосфатов и вы-
бросу ортофосфата из клеток ФАО (Filipe et  al., 
2001c). Вместе с тем содержание фосфора в био-
массе в конце аэробной фазы оставалась высоким 
(15–16%), и  эффективность удаления фосфатов 
в течение эксперимента существенно не измени-
лась, составив 92–94%.

После сдвига рН произошли изменения таксо-
номического состава сообщества (рис. 2).

Доля Ca. Accumulibacter в течение 58 сут сни-
зилась с 43.6 до 13.9 %, тогда как доли двух других 
таксонов, включающих представителей ФАО,  – 
Dechloromonas и  Thauera возросли с 2.24 до 11.83 
и  с  0.82 до 17.58% соответственно. Замещения 
ФАО типичными представителями группы ГАО 
мы  не  наблюдали: в  течение эксперимента доля 
фрагментов гена 16S рРНК основного представи-
теля ГАО – Са. Competibacter была незначительной 
и составляла 1–4%. Подобное частичное замещение 
Са. Accumulibacter представителями Dechloromonas 
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в  слабокислой области отмечено в  работе (Tu, 
Schuler, 2013): выращивание ФАО-сообщества при 
рН 6.4–7.0 (но при обязательном условии низ-
кой концентрации ацетата в биореакторе) приве-
ло к снижению доли ОТЕ Са. Accumulibacter с 80 
до 60%, тогда как доля Dechloromonas увеличилась 

до 16%. При этом в сумме представители этих так-
сонов составили 76–80%, и сохранился ФАО-фено-
тип культуры.

Dechloromonas и Thauera обычно относят к де-
нитрифицирующим ФАО, способным использо-
вать в качестве конечных акцепторов электронов 

Рис. 2. Изменение таксономического состава сообщества после смены рН.

Рис. 1. Динамика концентрации фосфатов (1) и ацетата (2) в биореакторе в течение одного SBR-цикла: а – до сни-
жения рН; б – через 39‒58 сут после снижения рН. Концентрация ацетата в первой точке (12:00) рассчитана с ис-
пользованием концентрации ацетата в подающейся среде.
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как кислород, так и нитраты и нитриты (Wang, He, 
2020; Petriglieri et  al., 2021). Однако протекание 
значимой для материального баланса денитрифика-
ции в наших экспериментах маловероятно: концен-
трация нитратов в подающейся в биореактор среде 
не превышала 2 мг N-NO3/л, для ингибирования 
нитрификации (как основного продуцента нитра-
тов и нитритов) мы добавляли в среду тиомочеви-
ну, а концентрация кислорода на протяжении 80% 
аэробного периода превышала 3 мг О2 /л (рис. 3).

Мы полагаем, что Dechloromonas и Thauera прояв-
ляли типичный ФАО-фенотип, используя кислород 
в качестве акцептора электронов, что обеспечило 
сохранение высокой эффективности удаления фос-
фора после сдвига рН. Участие Thauera в анаэробно/
аэробном удалении фосфора подтверждается в ра-
ботах Wang and He (2020) и Ren et al. (2021), уста-
новивших, что выделенные ими штаммы Thauera 
были способны к ФАО-фенотипу, используя в ка-
честве акцептора электронов кислород. На участие 
Thauera в циклировании фосфатов косвенно ука-
зывает и значительное снижение отношения Р/Ац 
в анаэробной фазе SBR-цикла после сдвига рН. 
Ожидаемое, в соответствии с существующими пред-
ставлениями о “классическом” метаболизме ФАО, 
расчетное падение отношения Р/Ац, не должно пре-
высить 15‒25% (Filipe et al., 2001), тогда как реаль-
ное снизилось вдвое. Это можно объяснить “раз-
бавлением” Ca. Accumulibacter представителями 
Thauera, имеющими более низкое отношение Р/Ац 
(Ren et al., 2021). Таким образом, в наших экспери-
ментах после снижения рН произошло частичное 
замещение Ca. Accumulibacter другими представи-
телями ФАО ‒ Dechloromonas и Thauera, при этом 
суммарная доля ФАО в сообществе изменилась не-
значительно и составляла 40‒43%.

Результаты нашей работы указывают на то, что  
в  слабокислых условиях способные к денитри- 

фикации представители ФАО Dechloromonas 
и Thauera при использовании в качестве акцептора 
электронов кислорода становятся более конкурен-
тоспособными по отношению к Са. Accumulibacter 
и ГАО.

Наши результаты расходятся с  результатами 
ряда работ, выполненных в  этом направлении. 
Было показано, что снижение значения рН  с 7 
до 6.5 в течение 14 сут привело к потере ФАО-фе-
нотипа и падению способности накапливать и уда-
лять фосфор с 99.9 до 17% (Zhang et al., 2005). При 
этом авторы отметили кардинальную смену состава 
сообщества. В работе (Fukushima et al., 2010) сни-
жение уровня рН в кислую область привело к сни-
жению популяции Ca. Accumulibacter и падению 
фосфат-аккумулирующей способности культуры. 
Эти расхождения могут быть связаны с различиями 
в условиях проведения экспериментов и в составе 
изучаемых микробных сообществ:

(1) в  экспериментах (Zhang et  al., 2005) 
и  (Oehmen et  al., 2005) на  протяжении SBR-
цикла рН поддерживался на постоянном уровне, 
тогда как в  нашей работе в  течение SBR-цикла 
рН не контролировался, и диапазон варьирования 
рН  составил в  среднем 6.7‒7.1 единиц. В  связи 
с этим следует отметить публикации, свидетель-
ствующие о том, что для ФАО оптимальными явля-
ются условия с переменным (неконтролируемым) 
рН, тогда как при фиксированном на протяжении 
SBR-цикла рН преимущества получают ГАО (Jeon 
et al., 2001; Serafim, 2002);

(2) результаты ряда работ указывают на то, что 
для доминирования ФАО рН в аэробный период 
должен превышать 7.0 (Filipe et al., 2001a). Возмож-
но, что значение рН 6.5 ‒ критическая точка для 
анаэробного периода, ниже которой происходит 
быстрая смена ФАО-сообщества на ГАО-сообще-
ство, тогда как в нашей работе рН 6.5 не достигался.
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Рис. 3. Динамика концентрации растворенного О2 в течение одного SBR-цикла. 0‒3 ч – аэробный период; 3‒6 ч – 
анаэробный период. Стрелкой отмечено начало подачи субстрата (ацетата).
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Таким образом, даже незначительный сдвиг 
рН в слабокислую область в течение 1‒2 мес. при-
водит к существенному изменению состава обо-
гащенного ФАО микробного сообщества, однако 
доля ФАО (по крайней мере, при рН  выше 6.5) 
в  значительной мере сохраняется, и  замещения 
ФАО конкурентной группой ГАО не происходит. 
При этом содержание фосфора в биомассе и эффек-
тивность удаления фосфора остаются на постоян-
ном высоком уровне.
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SHORT COMMUNICATIONS

Influence of pH Shift on the Community Enriched  
in Phosphate-Accumulating Microorganisms  
in a Sequential-Periodic Action Bioreactor

A. G. Dorofeev 1, *, A. V. Pelevina 1, E. V. Gruzdev 2, A. V. Mardanov 2, N. V. Pimenov 1

1 Winogradsky Institute of Microbiology, FRC Fundamentals of Biotechnology RAS, Moscow, 119071, Russia
2 Skryabin Institute of Bioengineering, FRC Fundamentals of Biotechnology RAS, Moscow, 119071, Russia

*e-mail: dorofeevag@mail.ru

Abstract. In a sequentially periodic bioreactor, changes in the structure and properties of a community 
enriched with phosphate-accumulating microorganisms (PAO) after a shift in pH to more acidic values 
(pH 6.7–7.1) were traced. The proportion of Candidatus Accumulibacter decreased from 43.6 to 13.9%, 
while the number of potential FAOs belonging to Dechloromonas and Thauera increased. At the same 
time, the share of the total amount of FAO changed slightly and amounted to 40–43%. The share of the 
main competitors of FAO ‒ glycogen-accumulating microorganisms (GAM) during the experiment 
remained insignificant: Competibacter 16S rRNA gene fragments before and after pH changes amounted 
to 2‒4%. A decrease in pH led to a drop in the amount of phosphates released in the anaerobic phase, 
but the amount of phosphorus in the biomass and its removal remained high ‒ 15–17 and 92–94%, 
respectively.

Keywords: biological phosphorus removal, phosphate accumulating bacteria (PAB), water treatment, Ca. Ac-
cumulibacter, Dechloromonas, Thauera
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Изучение монооксигеназных систем, отвечающих за первичное окисление алканов, необходимо для 
понимания бактериального метаболизма этих углеводородов. Выполненный анализ генома штамма 
Rhodococcus qingshengii X5 показал большое разнообразие генов, кодирующих соответствующие фер-
менты, в том числе 5 гомологов алкан монооксигеназ AlkB-типа. Был сконструирован штамм, де-
фектный по гену alkB1. Сравнение способности штамма дикого типа и мутантного штамма к росту 
на алканах с различной длиной цепи при двух температурах (6 и 28°C) показало сохранение базового 
фенотипа: хотя рост мутанта при низкой температуре был ослаблен, спектр окисляемых субстратов 
не изменился. Это говорит о наличии других функционирующих монооксигеназных систем, активных 
при разных температурах в отношении широкого спектра алканов.

Ключевые слова: алкан монооксигеназы, алкан гидроксилазы, родококки, нефтедеструкторы, псих-
ротрофы, биодеградация
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Микроорганизмы, способные к  использова-
нию углеводородов в качестве единственного ро-
стового субстрата, достаточно широко распро-
странены в природе (Long et al., 2017; Tomasino 
et  al., 2021). Бактериальная деградация углево-
дородов не  только вносит существенный вклад 
в естественный цикл углерода, но и находит прак-
тическое применение в технологиях биоремедиа-
ции, используемых при ликвидации последствий 
антропогенного загрязнения окружающей сре-
ды нефтью и нефтепродуктами (Ławniczak et al., 
2020). Типичным классом нефтяных углеводо-
родов являются алканы, поступление которых 
в окружающую среду обусловлено не только до-
бычей и  переработкой полезных ископаемых, 
но и разнообразными естественными источника-
ми (Wiesenberg et al., 2009; Schulz et al., 2012).

Ключевыми ферментами бактериального мета-
болизма алканов являются алкан монооксигена-
зы, катализирующие реакцию гидроксилирования 
субстрата (Moreno, Rojo, 2017). Известно несколь-
ко типов этих ферментов, среди которых к наибо-
лее распространенным у углеводородокисляющих 

микроорганизмов относят негемовые мембранные 
алкан монооксигеназы AlkB-типа, относящие-
ся к  суперсемейству десатураз жирных кислот 
(Pérez-de-Mora et al., 2011; Smith et al., 2013).

Организация соответствующих генов и путь ме-
таболизма н-алканов в аэробных условиях были 
достаточно подробно описаны на примере OCT-
плазмиды штамма Pseudomonas putida TF4-1L 
(GPo1) (van Beilen, Funhoff, 2007). Однако следует 
отметить, что к настоящему времени значительную 
долю исследований составляют работы практиче-
ского характера. Многочисленные алкан-окисля-
ющие системы других микроорганизмов, равно 
как и  важные аспекты их  функционирования, 
например, при адаптации к экстремальным усло-
виям окружающей среды, изучены лишь поверх-
ностно. Понимание особенностей метаболизма 
алканов важно как с точки зрения получения фун-
даментальных знаний, так и для расширения воз-
можностей биотехнологического использования 
бактерий-нефтедеструкторов (Müller et al., 2016; 
Tsai et al., 2017).

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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К хорошо известным углеводородокисляющим 
микроорганизмам относятся представители рода 
Rhodococcus (Kim et al., 2018). Одной из особенно-
стей бактерий этого рода является наличие в геноме 
до 5 копий гомологичных генов, кодирующих алкан 
монооксигеназы AlkB-типа (van Beilen et al., 2002). 
Роль такого разнообразия, особенности функцио-
нирования конкретных генетических и ферментных 
систем остаются до конца не выясненными.

Целью настоящей работы было определение 
роли гена alkB1 в метаболизме алканов у штамма 
Rhodococcus qingshengii X5 при умеренной и низкой 
положительной температурах.

Штамм Rhodococcus qingshengii (erythropolis) X5 
(BKM Ac-2532Д) получен из коллекции лабора-
тории биологии плазмид ИБФМ им. Г.К. Скря-
бина РАН. Полные аннотированные геномные 
последовательности R. qingshengii X5, включаю-
щие кольцевую хромосому и линейную плазми-
ды, депонированы в GenBank (номера CP044284 
и CP044283 соответственно) (Delegan et al., 2019).

Для выращивания культур использовали ли-
зогенный бульон (среда LB) (Sambrook, Russell, 
2001), плотную среду получали добавлением 
2% вес. агара. При необходимости вносили до-
бавки, как указано далее.

Оценку способности изучаемых штаммов к росту 
на различных алканах выполняли визуально. Куль-
тивирование проводили на  модифицированной 
минеральной среде Эванса (среда E) (Petrikov et al., 
2013) в течение 4 сут при 27°C и 25 сут при 6°C. В ка-
честве единственного источника углерода и энергии 
добавляли алканы в количестве 2% об. для жидких 
(н-декан, н-ундекан, н-додекан, н-гексадекан, при-
стан, изоцетан) и 0.5% вес. для твердых (н-эйкозан, 
н-докозан, смесь парафинов C46‒C48); выращива-
ние с н-октаном проводили в парáх, внося субстрат 
в специальный отросток.

Выравнивание последовательностей и постро-
ение филогенетического дерева выполняли в про-
грамме MEGA X (Kumar et al., 2018).

Штамм R. qingshengii X5, дефектный по  гену 
alkB1 (координаты гена в GenBank CP044284: 844 
049..845 224), конструировали путем замены этого 
гена на мутантный аллель при помощи гомологич-
ной рекомбинации. Два фрагмента, фланкирую-
щих целевой ген, амплифицировали, используя две 
пары праймеров: alkB1_up_F (5'-CGGCCGCTCT
AGAACTAGTGTTGCCATATCGGGAGGACG-3') 
и alkB1_up_R (5'-CATCGAATTCTCCAGTTCTCG
TTC-3') для upstream-участка, alkB1_down_F (5'-GA
ACGAGAACTGGAGAATTCGATGGCCTACGGG
GTGAACGCATG-3') и alkB1_down_R (5'-CGAAT
TCCTGCAGCCCGGGGGTAGTTCCTTCGACA
GCGCC-3') для downstream-участка. Полученные 
фрагменты клонировали в  плазмидном векторе 
pJQ200KS по методу T5 exonuclease DNA assembly 
(Xia et  al., 2019). Скрещивание штамма-донора 
E. coli S17-1(pJQ200KSΔalkB1) и штамма-реципи-
ента R. qingshengii X5 проводили на плотной среде 
LB с добавлением гентамицина (80 мкг/мл) и на-
лидиксовой кислоты (10 мкг/мл). Для обнаружения 
меродиплоидов устойчивые клоны тестировали 
методом ПЦР. Отбор продуктов двойного кроссин-
говера проводили на среде LB с добавлением саха-
розы (20% вес.). У клонов, устойчивых к сахарозе 
и чувствительных к гентамицину, наличие деле-
ции гена alkB1 проверяли с помощью ПЦР с парой 
специфичных праймеров, расположенных upstream 
и  downstream от  целевой мутации: alkB1_seq_F 
(5'-ACGACCAAAGGGCCGTATTT-3') и  alkB1_
seq_R (5'-TCGATACCCTGCTCGGTCC-3') при 
следующих условиях: 98°C ‒ 3 мин, далее 30 ци-
клов: 98°C ‒ 10 с, 60°C ‒ 20 с, 72C° ‒ 1 мин 
30  с, финальная достройка: 72°C ‒ 2 мин. Кор-
ректность мутации подтверждали с  помощью 

Таблица. Характеристика способности штамма дикого типа R. qingshengii X5 и мутантного штамма R. qingshengii 
X5(ΔalkB1), содержащего делецию гена alkB1, к росту на алканах при двух температурах

Субстрат R. qingshengii X5 R. qingshengii X5(ΔalkB1)
6°C 28°C 6°C 28°C

н-Октан Н.п. + Н.п. +
н-Декан + ++ + ++
н-Ундекан ++ ++ + ++
н-Додекан ++ ++ ++ ++
н-Гексадекан ++ ++ + ++
н-Эйкозан ++ ++ + ++
н-Докозан ++ ++ + ++
Смесь C46‑C48 + ++ + ++
Пристан 0 ++ 0 ++
Изоцетан 0 0 0 0

Примечание. ++ ‒ Интенсивный рост; + ‒ умеренный рост; 0 ‒ отсутствие роста; н.п. ‒ не проверялась.
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секвенирования по Сэнгеру с праймерами alkB1_
seq_F и alkB1_seq_R.

В нашей работе была получена характеристика 
способности к росту штамма R. qingshengii X5 на раз-
личных алканах при двух температурах (таблица). 
Интенсивный рост был отмечен для обеих темпера-
тур на всем спектре проверенных линейных алканов.

Кроме н-алканов в качестве субстратов были 
использованы и два разветвленных алкана: пристан, 
у которого субтерминальный атом углерода явля-
ется третичным, и изоцетан, с четвертичным суб-
терминальным атомом углерода. Известно, что раз-
ветвленные алканы значительно хуже подвергаются 
биодеградации, чем линейные, и деструкторы таких 
соединений встречаются гораздо реже (Rojo, 2009).

В нашей работе рост на  пристане у  штамма 
R. qingshengii X5 наблюдался только при 28°C, а по-
треблять изоцетан штамм оказался неспособен. 
Ранее было описано несколько представителей ро-
дококков, растущих на пристане: R. erythropolis E1 
(Sokolovska et  al., 2003), Rhodococcus  sp.  TMP2 
(Kunihiro et al., 2005), Rhodococcus  sp. 094 (также 
не мог потреблять изоцетан) (Bredholt, Eimhjellen, 
1999), но о зависимости этой способности от тем-
пературы не сообщалось.

Полученные результаты говорят о  наличии 
у штамма R. qingshengii X5 алкан-деградирующих 
систем с широкой субстратной специфичностью, 
сохраняющих активность и при низких положи-
тельных температурах.

Рисунок. Слева: филогенетическое дерево аминокислотных последовательностей алкан монооксигеназ AlkB-типа 
представителей рода Rhodococcus, построенное по методу Neighbor-Joining; бутстрепы рассчитаны для 1000 повторе-
ний, величина поддержки бутстрепа указана цифрами. Последовательности штамма R. qingshengii X5 выделены жир-
ным шрифтом. Стрелками отмечено соответствие консервативному региону. Справа: организация консервативных 
регионов, в которых локализованы гены alkB разных подтипов. Рамкой обведены кластеры функциональных генов, 
непосредственно участвующих в метаболизме алканов. Обозначения генов: alkB1‒alkB5 ‒ алкан монооксигеназы 
соответствующего подтипа; rubA1‒rubA4 ‒ рубредоксины; rubB ‒ рубредоксин редуктаза; alkU ‒ регуляторный белок 
семейства TetR; manA ‒ маннозо-6-фосфат изомераза; ahcY ‒ аденозил гомоцистеиназа; srtF ‒ сортаза типа F; glnS ‒ 
глутамил-тРНК синтетаза; ABC ‒ белок-транспортер; araC ‒ транскрипционный регулятор AraC-типа.
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В соответствии с  представленной в  базе дан-
ных GenBank аннотацией, в  геноме штамма 
R. qingshengii Х5 содержатся 5 генов алкан моноок-
сигеназ AlkB-типа, все имеют хромосомную лока-
лизацию. Впервые такое разнообразие генов alkB 
у родококков было показано в работе van Beilen 
et al. (2002). Затем этой же группой было предло-
жено разделить обнаруженные гены на 4 группы, 
отличающиеся не  только соответствующей кла-
стеризацией нуклеотидных последовательностей, 
но и локализацией в характерных регионах генома, 
сохраняющих консервативность окружения (Whyte 
et al., 2002). Так, гены подтипа alkB1 располагались 
в кластере, включающем в себя гены других необ-
ходимых участников реакции гидроксилирования 
алканов: рубредоксина (две копии, rubA1 и rubA2) 
и рубредоксин редуктазы (rubB), также в кластер 
входит ген регуляторного белка AlkU, относяще-
гося к семейству TetR. Ген alkB2 отличался от-
сутствием в кластере гена rubB, к консервативно-
му окружению гена alkB3 относился ген сортазы 
класса F, а  alkB4 ‒ глутамил-тРНК синтетазы 
(Whyte et al., 2002). Впоследствии были опубли-
кованы работы, сообщающие об  обнаружении 
новых подтипов генов alkB у родококков (Takei 
et al., 2008; Xiang et al., 2022). К настоящему вре-
мени для генов из окружения всех подтипов alkB, 
кроме 1 и 2, не известно никакой функциональ-
ной связи с потреблением алканов.

По результатам филогенетического анализа 
можно заключить, что каждая из 5 алкан моно-
оксигеназ относится к своему подтипу, которые 
характерны для представителей рода Rhodococcus 
(рисунок).

Поскольку кластер гена alkB1 содержит функ-
ционально необходимые для окисления алканов 
детерминанты, он  представляется важнейшим 
среди всех остальных гомологов alkB. Ранее была 
показана сильная связь индукции генов этого типа 
с ростом на алканах (Takei et al., 2008; Gibu et al., 
2019), а в экспериментах по гетерологичной экс-
прессии ‒ связь гена с деградирующей активностью 
(Zampolli et al., 2014). Исходя из этого, ген был вы-
бран как целевой для получения мутантного штамма 
с соответствующей делецией.

В ходе выполнения настоящей работы был по-
лучен мутантный штамм R. qingshengii X5ΔalkB1, 
содержащий делецию гена alkB1, кодирующе-
го алкан монооксигеназу AlkB1 (QEX09356.1). 
Была проведена оценка его способности к росту 
в тех же условиях, что и для штамма дикого типа 
(таблица). В результате у мутантного штамма на-
блюдалось ослабление роста при температуре 
6°C для некоторых алканов, однако полностью 
способность к  их потреблению не  пропадала. 
При 28°C различий между фенотипами мутант-
ного штамма и  штамма дикого типа не  было 
обнаружено.

Таким образом, очевидно, что ген alkB1 не яв-
ляется обязательным элементом для метаболизма 
алканов у штамма Х5. Вероятно, этот ген играет 
существенную роль для потребления алканов при 
низких температурах, но и в этом случае очевидно 
наличие других функционирующих в таких усло-
виях систем.
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SHORT COMMUNICATIONS

Alkane Monoxygenase Alkb1 of Rhodococcus qingshengii strain X5  
Does not Required for Growth on Alkanes

K. V. Petrikov1, *, A. A. Rejepova1, I. Y. Pozdnyakova-Filatova1

1Federal Research Center “Pushchino Scientific Center for Biological Research of the Russian Academy of Sciences”, 
Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, 142290, Pushchino, Russia

*e-mail: petrikov_kv@pbcras.ru

Abstract. The study of  monooxygenase systems responsible for the primary oxidation of  alkanes 
is necessary to understand the bacterial metabolism of these hydrocarbons. Genome analysis of the 
Rhodococcus qingshengii strain X5 showed a wide variety of genes encoding the corresponding enzymes, 
including 5 homologs of AlkB-type alkane monooxygenases. A strain with knockout of the alkB1 gene 
was constructed. A comparison of the ability of the wild-type strain and the mutant strain to grow 
on alkanes of various lengths at two temperatures (6°C and 28°C) reveals the preservation of the basic 
phenotype: although the growth of  the mutant at  low temperatures was weakened, the spectrum 
of oxidizable substrates did not change. This suggests that other functioning monooxygenase active 
at different temperatures towards a wide range of alkanes.

Keywords: alkane monooxygenases, alkane hydroxylases, rhodococci, oil destructors, psychrotrophs, 
biodegradation
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Адаптивная пролиферация бактерий или клеточное деление в отсутствие экзогенного органического 
субстрата контролируется с помощью плотностно-зависимых механизмов при участии АГЛ- и АИ-2-
зависимых систем кворум сенсинга. Наряду с сигнальными молекулами этих систем бактериальной 
коммуникации в регуляции также могут принимать участие метаболиты бактерий, которые перма-
нентно выделяются в процессе микробного метаболизма, например, СО2, и, таким образом, могут 
служить биомаркерами клеточной плотности. Установлено, что диоксид углерода необходим для ини-
циации адаптивной пролиферации, а повышенное содержание атмосферного СО2 вызывает преждев-
ременную остановку этого процесса. Таким образом, СО2 способен регулировать адаптивные реакции 
бактерий, в том числе, вероятно, является одним из сигналов, участвующих в инициации и термина-
ции процесса адаптивной пролиферации. Показано, что СО2 в виде бикарбонат-иона HCO3

– может 
активировать цАМФ-зависимый сигнальный каскад, а также включается в клеточную массу бактерий.

Ключевые слова: адаптация, диоксид углерода, клеточная плотность, межклеточная коммуникация, 
цАМФ, Pectobacterium atrosepticum
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Адаптивные реакции бактерий регулируют-
ся на популяционном уровне с участием систем 
межклеточной коммуникации (кворум сенсинга) 
(Williams, Camara, 2009; Striendnig, Hilbi, 2022). 
Когда численность клеток в популяции недоста-
точна для активации адаптивных ответов, бактерии 
могут увеличить ее до уровня кворума посредством 
деления клеток. Это явление, адаптивная пролифе-
рация, то есть клеточное деление в отсутствие экзо-
генного органического субстрата, описано для ряда 
гетеротрофных бактерий при голодании (Мясник, 
1969; Gorshkov et al., 2010; Petrova et al., 2014; 2023). 
Поскольку адаптивная пролиферация осущест-
вляется за счет внутренних резервов клеток бакте-
рий, крайне важно ее своевременное прекращение 
по достижении плотности популяции, необходимой 
для активации систем кворума и реализации адап-
тивного ответа. В  нашем недавнем исследовании 
было показано, что сигнальные молекулы ацилгомо-
серинлактон-зависимой и АИ-2-зависимой систем 
кворум сенсинга участвуют в прекращении адап-
тивной пролиферации фитопатогенной бактерии 
Pectobacterium atrosepticum, однако подавляя этот 
процесс не полностью, а лишь частично (Petrova 

et al., 2023). Это предполагает участие других бак-
териальных метаболитов в регуляции адаптивной 
пролиферации. В том числе, остается открытым 
вопрос о сигнале/сигналах, индуцирующих процесс 
адаптивной пролиферации.

Мы предположили, что в регуляции адаптивной 
пролиферации могут участвовать метаболиты ми-
кроорганизмов, которые не являются специализиро-
ванными сигнальными молекулами бактериальной 
коммуникации. Они перманентно выделяются в про-
цессе микробного метаболизма, такие, например, 
как диоксид углерода, и, следовательно, могут слу-
жить биомаркерами клеточной плотности (Stretton, 
Goodman,1998). CO2 оказывает как прямое, так 
и опосредованное воздействие на различные груп-
пы микроорганизмов, включая гетеротрофные 
бактерии. Благодаря своим физико-химическим 
свойствам, CO2 влияет на  функцию биологиче-
ских мембран, препятствуя делению клеток, по-
глощению или транспорту субстрата; снижение 
pH, вызванное гидратацией CO2, может нарушить 
внутриклеточный гомеостаз и целостность клеток 
(Stretton, Goodman,1998; Jo et al., 2013). CO2 может 
принимать участие в передаче сигналов бактерий, 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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активируя цАМФ-зависимые сигнальные каскады 
в ответ на действие стрессовых факторов: осмоляр-
ность, голодание, высокую плотность клеток или 
состояние организма-хозяина в случае патогенных 
микроорганизмов (Merlin et al., 2003). Депривация 
атмосферного СО2 ведет к ингибированию роста 
и даже гибели гетеротрофных микроорганизмов 
(Sorokin, 1962; Dehority, 1971).

Целью исследования было выяснение роли ди-
оксида углерода в инициации и/или терминации 
процесса адаптивной пролиферации на примере 
фитопатогенной бактерии Pectobacterium atrosepti-
cum SCRI1043.

Клетки P. atrosepticum культивировали в  гер-
метичных сосудах в питательной среде LB (Luria-
Bertani бульон) или в  безуглеродной среде АВ 
в отсутствие СО2 или при его повышенной кон-
центрации ‒ 5, 10, 20%. Для удаления газообраз-
ного СО2 использовали химический поглотитель 
натронную известь (ХП-И, “Лен-Реактив”) в кон-
центрации 0.85 г/л в пересчете на общий объем 
сосуда. Постоянная циркуляция газовой фазы 
осуществлялась при помощи перистальтического 
насоса BT100-1L. Проводили постоянный кон-
троль рН  среды. Уровень экспрессии целевых 
генов определяли с  помощью ПЦР в  реальном 
времени. Количество транскриптов целевых ге-
нов нормализовали на  нормирующий фактор, 
рассчитанный для транскриптов генов домаш-
него хозяйства ffh, tuf, recA P. atrosepticum в этих 
же образцах с помощью алгоритма geNorm. Нор-
мализованные значения отражают относительный 
уровень экспрессии изучаемых генов. Включение 

радиоактивной метки в биомассу клеток измеря-
ли методом жидкостной сцинтилляции с помощью 
сцинтилляционного анализатора Tri-Carb. 

Удаление СО2 из  газовой фазы снижало титр 
КОЕ пектобактерий, растущих на питательной сре-
де LB, на два порядка величин по сравнению с бак-
териями, растущими в присутствии атмосферного 
СО2. В то же время отсутствие СО2 в газовой фазе 
губительно действовало на клетки P. atrosepticum при 
культивировании бактерий на безуглеродной среде 
АВ: титр клеток снижался до неопределяемых вели-
чин уже на первые сутки культивирования (рис. 1).

Таким образом, присутствие диоксида углерода, 
по-видимому, является необходимым условием для 
инициации процесса адаптивной пролиферации 
и выживания пектобактерий в условиях голодания.

Для проверки влияния повышенных концен-
траций СО2 на  рост и  на адаптивную пролифе-
рацию бактерий, P. atrosepticum культивировали 
на питательной среде LB или безуглеродной среде 
АВ в присутствии разных концентраций диоксида 
углерода. СО2 не влиял на рост бактерий на пита-
тельной среде (рис. 2а).

Процесс адаптивной пролиферации несколько 
угнетался (т.е. снижался титр клеток, при котором 
происходила терминация клеточного деления) при 
концентрации уже 5% СО2, а 20% СО2 полностью 
подавляли адаптивную пролиферацию (процесс 
не инициировался), при этом бактерии оставались 
жизнеспособными (рис. 2б). Т.е. в условиях экспе-
римента повышение уровня СО2 могло служить сиг-
налом для преждевременной (до достижения уровня 
кворума) терминации адаптивной пролиферации. 

Рис. 1. Динамика численности КОЕ в культурах P. atrosepticum SCRI1043, растущей на питательной среде LB (черные 
линии), или культивируемой на безуглеродной среде АВ (серые линии) в присутствии атмосферного СО2 (квадраты) 
или в его отсутствии (треугольники).
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Таким образом, терминация клеточного деления 
при голодании, вероятно, является следствием 
формирования многокомпонентного сигнального 
фона, в состав которого, наряду с медиаторами си-
стем кворума АГЛ и АИ-2 (Petrova et al., 2023), мо-
жет входить и диоксид углерода.

Газообразный СО2 хорошо растворим в водных 
растворах и липидах и может свободно диффунди-
ровать в клетку и из нее (Smith et al., 2000). В клетке 
CO2 при участии карбоновой ангидразы преобразу-
ется в бикарбонат-ион HCO3

-, который участвует 
в  бактериальном сигналинге и  в анаболических 
процессах. Экспрессия гена еса3327, кодирующе-
го цитоплазматическую ангидразу P. аtrosepticum, 
индуцировалась в первые часы голодания на без-
углеродной среде АВ и сохранялась на постоянном 
уровне в течение трех суток, т.е. в процессе адап-
тивной пролиферации (рис. 3а).

Бактериальная сигнализация связана с функ-
ционированием глобального регулятора – цАМФ, 
действующего как сигнальная молекула и регули-
рующего многие биологические процессы у мле-
копитающих и микроорганизмов (Kalia et al., 2013; 
Stulke Kruger, 2020). Синтез цАМФ происходит 
при участии фермента аденилатциклазы. Бикар-
бонат не участвует напрямую в каталитическом 
процессе, но стимулирует активность аденилат-
циклазы, кратковременно взаимодействуя с фер-
ментом в течение каждого каталитического цикла 
и вызывая конформационные изменения фермен-
та (Steegborn et al., 2005). Растворимые аденилат-
циклазы чувствительны к физиологическим ко-
лебаниям бикарбоната в  концентрации от  5 до 
25  М и считаются ферментами “обнаружения” 
СО2 (Chen et al., 2000). Экспрессия гена суаА, ко-
дирующего аденилатциклазу P. аtrosepticum, замет-
но активировалась к третьим суткам голодания 
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Рис. 2. Динамика численности КОЕ в культурах P. atrosepticum SCRI1043, растущей на питательной среде LB (а), или 
культивируемой на безуглеродной среде АВ (б) в присутствии разных концентраций СО2: 1 – атм СО2; 2 – 5% СО2; 
3 – 10% СО2; 4 – 20% СО2.

Рис. 3. Экспрессия генов карбоновой ангидразы (а) и аденилатциклазы (б) в P. atrosepticum SCRI1043, растущей 
на питательной среде LB (черные столбики), или культивируемой на безуглеродной среде АВ (серые столбики) 
в присутствии атмосферного СО2. Уровень экспрессии целевых генов определялся относительно нормирующего 
фактора, рассчитанного для генов домашнего хозяйства ffh, tuf, recA P. atrosepticum. Представленные значения явля-
ются средними значениями из пяти биологических повторностей. Звездочки (*) показывают достоверные различия 
(двусторонний тест Манна‒Уитни, р < 0.05) между вариантами, обозначенными скобками.
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и более чем в 4 раза превышала экспрессию этого 
гена у клеток пектобактерий, выросших на пи-
тательной среде LB. При росте пектобактерий 
на среде LB не было отмечено достоверного уве-
личения уровня экспрессии гена суаА (рис. 3б). 
Таким образом, при адаптивной пролиферации, 
вероятно, происходила активация сигнальной 
ветви включения диоксида углерода в метаболизм 
P. аtrosepticum.

Гетеротрофная фиксация СО2 поставляет 
1‒8% углерода клеточной массы гетеротрофных 
бактерий в ростовых условиях и до 9% при голо-
дании (Braun et al., 2021). Об использовании СО2 
в  процессах анаболизма может свидетельство-
вать включение меченого углерода бикарбоната 
14НCO3

- в клеточную массу бактерий. В процессе 
адаптивной пролиферации гетеротрофная бакте-
рия P. atrosepticum ассимилировала диоксид углеро-
да. При этом эффективность включения меченого 
углерода в биомассу голодающих бактерий, была 
несколько выше, чем у бактерий при росте на пи-
тательной среде LB (таблица).

Бактерии обладают так называемым чувством 
диффузии “diffusion sensing”, способны воспри-
нимать колебания уровня СО2 и  реагировать 
на них. Полученные результаты указывают на то, 
что СО2 способен регулировать адаптивные ре-
акции бактерий, в том числе, вероятно, является 
одним из  сигналов, участвующих в  инициации 
и терминации процесса адаптивной пролифера-
ции P. atrosepticum. Включение углерода из СО2 
в биомассу гетеротрофных бактерий, вероятно, 
может частично (хотя и в очень малой степени) 
компенсировать дефицит экзогенного углерода 
при голодании.
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SHORT COMMUNICATIONS

The Role of Carbon Dioxide in the Regulation  
of Bacterial Adaptive Proliferation

O. E. Petrova1, *, O. I. Parfirova1, V. N. Vorob’ev1, 2, and V. Yu. Gorshkov1, 2

1Kazan Institute of Biochemistry and Biophysics, Federal Research Center KazSC RAS, Kazan, 420111, Russia
2Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan Federal University, Kazan, 420008, Russia

*e-mail: poe60@mail.ru

Abstract. The adaptive proliferation of  bacteria or  cell division in  the absence of  an exogenous 
organic substrate is controlled by density-dependent mechanisms with the participation of AHL- 
and AI-2-dependent quorum sensing systems. Along with the signaling molecules of these bacterial 
communication systems, bacterial metabolites that are permanently released during microbial 
metabolism, for example, CO2, can also participate in regulation and can serve as biomarkers of cell 
density. It has been established that carbon dioxide is necessary for the adaptive proliferation launch, 
and the increased content of atmospheric CO2 causes a premature stop to this process. Thus, CO2 is able 
to regulate the adaptive reactions of bacteria, including, probably, being one of the signals involved in the 
initiation and termination of the process of adaptive proliferation. It has been shown that CO2 in the 
form of the bicarbonate ion HCO3

- can activate the cAMP-dependent signaling cascade and is also 
included in the bacterial cell mass.

Keywords: adaptation, carbon dioxide, cell density, intercellular communication, cAMP, Pectobacterium 
atrosepticum
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АГРЕГАЦИЮ БЕЛКА IN  VITRO
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Поиск новых амилоидных белков, а также изучение их свойств является актуальной задачей, ре-
шать которую позволяет ряд различных модельных систем. Одной из наиболее популярных является 
методика C-DAG. Она основана на анализе агрегации исследуемых белков на поверхности клеток 
Escherichia coli. Согласно оригинальному протоколу, с ее помощью можно продемонстрировать одно 
из характерных свойств амилоидов: способность связывать амилоид-специфический краситель Кон-
го красный и демонстрировать при этом двойное зеленое лучепреломление. Кроме этого, методика 
C-DAG позволяет анализировать морфологию агрегатов и их устойчивость к детергентам. В работе 
мы проверили на примере Sup35NM, могут ли агрегаты, представленные на поверхности клеток бак-
терий, выступать в качестве индукторов агрегации соответствующего белка.

Ключевые слова: амилоиды, C-DAG, E. coli, кинетика агрегации, Sup35
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Амилоиды представляют собой белковые агре-
гаты с  кросс-β структурой, и  на сегодняшний 
день известно более сотни белков с амилоидны-
ми или амилоидоподобными свойствами (Матиив 
и соавт., 2020). Идентификация новых амилоидов 
является трудоемкой задачей, для решения кото-
рой был предложен ряд подходов. Удобным ин-
струментом для массового скрининга амилоидов 
in vitro стала тест-система C-DAG (Curli-dependent 
amyloid generator) (Sivanathan, Hochschild, 2013). 
Она основана способности бактерий образовывать 
на своей поверхности структуры из амилоидоген-
ных белков. У Escherichia coli они носят название 
“curli”, а их основным компонентом является белок 
CsgA. За  транспорт этого белка на  поверхность 
клетки отвечает специфическая сигнальная по-
следовательность (CsgAss). Слияние других белков 
с CsgAss позволяет также направлять их на экспорт 
из клетки, и если такой белок обладает амилоид-
ными свойствами, то на поверхности бактериаль-
ных клеток будут формироваться амилоидные фи-
бриллы. Впервые это было продемонстрировано 
на примере амилоидогенного фрагмента Sup35NM 

(Sivanathan, Hochschild, 2012). Методика C-DAG 
позволяет в короткие сроки проверять взаимодей-
ствие белковых агрегатов с амилоид-специфиче-
ским красителем Конго красный. Колонии бактерий 
с амилоидами, культивируемые на этой среде, ста-
новятся красными. Последующий анализ клеток 
с помощью поляризационной микроскопии по-
зволяет протестировать наличие двойного зеленого 
лучепреломления образцов. Две эти проверки сви-
детельствуют о наличии свойств, характерных для 
амилоидов, а также позволяют выдвинуть предпо-
ложение о кросс-β структуре агрегатов исследуе-
мого белка. Фибриллярную морфологию агрегатов 
на поверхности клеток можно продемонстрировать 
с помощью просвечивающей электронной микро-
скопии. Наконец, биохимические методы позво-
ляют также протестировать устойчивость исследуе-
мых белковых агрегатов к детергентам (Sivanathan, 
Hochschild, 2013). Методика C-DAG была успешно 
использована для проверки амилоидных свойств 
различных белков: Gas1 и  Ygp1 (Ryzhova et  al., 
2018), RopA и RopB (Kosolapova et al., 2019), Esp 
(Taglialegna et  al., 2020), RAD51 (Kachkin et  al., 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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2022), FXR1 (Sopova et al., 2019), YghJ (Belousov 
et al., 2018) и других. Однако методика C-DAG по-
зволяет проанализировать далеко не все свойства 
амилоидов. В частности, она не дает информации 
о способности агрегатов индуцировать агрегацию 
такого же белка, хотя это также является характер-
ным свойством амилоидов (Chiti, Dobson, 2017; 
Матиив и соавт., 2020; Willbold et al., 2021). Мы ре-
шили заполнить этот пробел и протестировали это 
на примере Sup35NM.

Рекомбинантный белок Sup35NM выделяли 
из клеток E. coli BL21(DE3), несущих вектор pET20b-
SUP35NM (Allen et al., 2005), согласно ранее опубли-
кованной методике (Serio, Lindquist, 1999). Полу-
ченный белок осаждали метанолом и хранили при  
‒80°C. Перед экспериментами осадок белка рас-
творяли в 6 М ГГХ в течение ночи при 4°C. Для по-
лучения агрегатов Sup35NM измеряли концентра-
цию белка и разводили его минимум в 100 раз в бу-
фере для сборки фибрилл (буфер F, 5 мМ калий 
фосфатный буфер pH 7.5, 150 мМ NaCl) до конеч-
ной концентрации 0.5 мг/мл. Полученный раствор 
инкубировали при 25°C на ротаторе с переворачи-
ванием (60 об./мин) в течение 12‒24 ч. Для анали-
за кинетики агрегации Sup35NM белок разводили 
в буфере F (минимум в 50 раз) до концентрации 
не менее 0.5 мг/мл и центрифугировали при ско-
рости 21130 g и температуре 4°C в течение 30 мин. 
Этот этап был необходим для удаления не раство-
рившихся агрегатов белка.

Для получения клеток E. coli в системе C-DAG 
использовали штамм VS39, который трансформи-
ровали плазмидой pVS72, несущей ген SUP35NM 
(Sivanathan, Hochschild, 2013). Подготовку клеток 
проводили согласно опубликованному протоколу. 
Для контроля исходный штамм VS39 высевали 
на среду LB с хлорамфениколом. Чашки с культу-
рами инкубировали при 37°C в течение 48 ч. Клет-
ки собирали с твердой среды и ресуспендировали 
в 100 мкл буфера F. Суспензию термически инак-
тивировали при 75°C в течение 20 мин. Концен-
трации клеток в пробах выравнивали на основании 
оптической плотности суспензий.

Для анализа кинетики агрегации белка ис-
пользовали следующие компоненты в различных 
сочетаниях (указаны конечные концентрации 
в  реакционной смеси): мономерный Sup35NM 
(0.1 мг/мл), фибриллы Sup35NM (0.002 мг/мл), 
бактериальные клетки (OD600 = 0.01), краситель 
тиофлавин Т (2.5 мМ). Конечный объем одной 
пробы составлял 150 мкл, реакция проходила 
в буфере F. Изменение флуоресценции тиофлави-
на Т (широко используемый амилоид-специфи-
ческий краситель) в пробах проводили в планше-
тах с темными стенками (Corning 3603) на прибо-
ре Clariostar Plus (“BMG Labtech”) через каждые 
240 с. Флуоресценцию считывали при длине вол-
ны 483  ±  10 нм (возбуждение при 448  ±  10  нм). 

Результаты нормировали, принимая за ноль мини-
мальное значение, а за единицу ‒ медиану флуо-
ресценции на стадии “плато”. Затем для каждой ре-
акции мы подбирали параметры следующей модели 
(Vaneyck et al., 2021):

y A
A A

e
x x

dx

= +
−

+
−2

1 2

1
0( )

,

где A1 и  A2 ‒ начальный и  финальный уровень 
флуоресценции, x0 ‒ время полуреакции, dx ‒ ве-
личина, обратная скорости агрегации. С учетом 
подобранных параметров мы также рассчитывали 
время lag-фазы реакции: lag = x0 ‒ 2dx.

Нам удалось проследить процесс агрегации 
Sup35NM в  присутствии бактериальных клеток. 
В этом эксперименте в качестве положительного 
контроля мы использовали фибриллы Sup35NM, 
полученные in vitro. Ранее в ряде работ было пока-
зано, что агрегаты Sup35NM ускоряют агрегацию 
этого белка (Glover et  al., 1997; Chen et al., 2007; 
Sant’Anna et al., 2016). Мы продемонстрировали, что 
амилоидные фибриллы Sup35NM, а также бактери-
альные клетки штамма VS39 с агрегатами этого бел-
ка на поверхности клеток, сокращают время начала 
агрегации (lag-фазы) Sup35NM in vitro (рисунок).

При этом клетки VS39, не продуцирующие гете-
рологичных белков, не имеют подобного эффекта. 

Рисунок. Бактериальные клетки с  фибриллами 
Sup35NM ускоряют агрегацию белка Sup35NM in vitro. 
∅ ‒ спонтанная агрегация Sup35NM. “Н.з.” ‒ отсут-
ствие значимых отличий; * ‒ p-value < 0.05 (критерий 
Вилкоксона).
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Таким образом, мы  показали, что амилоидные 
агрегаты на  поверхности бактериальных клеток 
могут индуцировать агрегацию белка in vitro.
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SHORT COMMUNICATIONS

Application of the Bacterial C-Dag System  
to Analyze the Ability of Amyloids to Seed Protein Aggregation In Vitro

N. P. Trubitsina1, O. M. Zemlyanko1, 2, G. A. Zhouravleva1, 2, S. A. Bondarev1,2, *
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2Laboratory of Amyloid Biology, Saint Petersburg State University, 199034, Saint Petersburg, Russia

*e-mail: s.bondarev@spbu.ru; stanislavspbgu@gmail.com

Abstract. The search for new amyloid proteins, as well as the study of their properties, is an actual task, which 
can be solved by a number of different model systems. One of the most popular is the C-DAG approach. It is 
based on the analysis of aggregation of the investigated proteins on the surface of Escherichia coli cells. According 
to the original protocol, it can be used to demonstrate one of the characteristic properties of amyloids: the 
ability to bind the amyloid-specific dye Congo red and demonstrate apple-green birefringence. In addition, 
the C-DAG technique allows one to analyze the morphology of aggregates and their resistance to detergents. 
In this work, we tested using Sup35NM as an example whether aggregates on the surface of bacterial cells can 
act as inducers of aggregation of the corresponding protein.

Keywords: amyloids, C-DAG, E. coli, aggregation kinetics, Sup35
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Разработана технология получения пробиотического препарата путем твердофазного культивирова-
ния смешанной культуры Bacillus subtilis В-8130, B. subtilis В-2984, B. subtilis В-4099 на свекловичном 
жоме, что показано на двух препаратах (ПроСтор и ГербаСтор). Твердофазная ферментация прово-
дилась в условиях ограниченного доступа кислорода при температуре 40 ± 5°С, рН 7.5‒8.0 и влаж-
ности смеси 45 ± 3% в течение 48‒50 ч. При ферментации наблюдалось закисление реакционной 
массы, достоверное повышение титра клеток и образование биопленки на фитосорбенте. Среди иден-
тифицированных летучих продуктов к 48 ч ферментации содержание уксусной кислоты, 3-метилбу-
тановой кислоты, п-гваякола и 2-н-пентилфурана увеличивалось, а ароматических веществ феноль-
ного ряда уменьшалось. Получены дополнительные метаболиты, усиливающие антибактериальные 
свойства и вкусовые качества пробиотического препарата. Образование биопленки позволило сохра-
нить при высушивании (45°С) жизнеспособных клеток: в ПроСторе 1.2 × 108 КОЕ/г, и в ГербаСторе 
0.58 × 108 КОЕ/г. В ГербаСторе с расширенным спектром лекарственных растений снижение титра 
бацилл связано с обезвоживанием при сушке и с антибактериальными свойствами фитокомпонента.

Ключевые слова: пробиотик, Bacillus subtilis, твердофазная ферментация, биопленка, метаболиты твер-
дофазной ферментации
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В системе кормопроизводства широко приме-
няются пробиотики – класс микробиологических 
препаратов для регуляции и  улучшения состава 
кишечной биоты животных. Современные эффек-
тивное кормовые пробиотические препараты пред-
ставляют собой композиции пре-, пробиотиков и их 
метаболитов (Sánchez et al., 2016; Шендеров и соавт., 
2017; Ushakova et al., 2021). Разные препараты по-
разному и с разной эффективностью корректиру-
ют работу желудочно-кишечного тракта организ-
ма хозяина. Это определяется как особенностью 
штамма-пробиотика, так и формой, в которой бакте-
рии вводятся в организм животного. Биологическая 
эффективность повышается при получении пробио-
тиков в виде биопленки на твердом носителе. Пре-
параты, основанные на получении биопленки про-
биотиков, отличаются сохранением жизнеспособных 
клеток, их метаболитов, наличием сигнальных ве-
ществ бактериального происхождения, влияющих 

на гомеостаз многоклеточных организмов-хозяев 
(Горшков и  соавт., 2010). Биологическая актив-
ность кормовых добавок повышается при комби-
нировании пробиотиков с лекарственными расте-
ниями (Правдин и соавт., 2011; Pavlov et al., 2014). 
Разносторонняя направленность действия проби-
отической составляющей и фитокомпонентов обе-
спечивает продуктивность животных, увеличение 
перевариваемости кормов, нормализацию работы 
желудочно-кишечного тракта, укрепление имму-
нитета, возможность сохранения поголовья при 
отказе от использования кормовых антибиотиков.

Цель работы – изучение процесса твердофаз-
ного культивирования смешанной культуры бак-
терий р. Bacillus на природном сорбенте (микро-
измельченном свекловичном жоме) и  влияния 
факторов стадии ферментации, высушивания 
и  комбинации с  лекарственными растениями 
на жизнеспособность бацилл.

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ



	 Твердофазный способ получения пробиотических кормовых добавок  � 667

МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 5 2024

В работе использовали штаммы бактерий из кол-
лекции ВКПМ, перспективные для получения про-
биотических препаратов для замены кормовых 
антибиотиков согласно свойствам, описанным 
в их паспортах: B. subtilis ВКПМ В-8130 (кишеч-
ный симбионт с эндоглюканазной активностью); 
B. subtilis ВКПМ В-2984 (антагонист Staphylococcus 
aureus, Shigella sonnei, Esherichia coli, Proteus vulgaris); 
B. subtilis ВКПМ В-4099 (применяется для профи-
лактики и лечения желудочно-кишечных заболева-
ний сельскохозяйственных животных и птицы).

Применяли двустадийную технологию полу-
чения биологически активной кормовой добав-
ки, включающую раздельное глубинное аэроб-
ное культивирование на  глюкозо-пептонной 
среде Эйкмана (“Биотехновация”, Россия) про-
биотических штаммов с  получением жидкой 
культуры (первая стадия), и последующее твер-
дофазное культивирование смешанной культу-
ры (1 : 1 : 1) B. subtilis ВКПМ В-8130, титр клеток 
(3.5 ± 0.5) × 109 КОЕ/мл, B. subtilis ВКПМ В-2984, 
титр клеток (5.0  ±  1.2)  ×  109 КОЕ/мл, B. subtilis 
ВКПМ В-4099, титр клеток (6.5 ± 0.9) × 109 КОЕ/мл 
на свекловичном жоме при ограниченном доступе 
кислорода в закрытом полиэтиленовом пакете с зам-
ком Zip-Lock, полностью заполненном фермента-
ционной массой (вторая стадия).

Смешанную культуру бацилл вносили в количе-
стве 20% от конечной массы смеси с жомом. Ис-
пользовали стерилизованный автоклавированием 
микроизмельченный свекловичный жом, размер 
частиц не более 1 мм. Твердофазную ферментацию 
проводили при температуре 40 ± 5°С, рН 7.5‒8.0 
и влажности смеси 45 ± 3% в течение 48 ч. После 
высушивания (45°С, влажность 8%) к полученной 
смеси добавляли 10% порошка лекарственных рас-
тений (смесь в равных количествах: эхинацея, рас-
торопша в варианте ПроСтор, и эхинацея, душица, 
зверобой, лист подорожника, расторопша, цветы 
ромашки в варианте ГербаСтор). Смесь перемеши-
вали в течение 0.5 ч и подвергали дроблению до по-
лучения порошка однородной массы, в  которой 
определяли содержание клеток бактерий р. Bacillus.

Количество жизнеспособных клеток в жидкой 
культуре (КОЕ/мл) определяли стандартным ме-
тодом серийных разведений; в сыром или сухом 
препарате КОЕ/г определяли методом серийных 
разведений 10% водной взвеси порошка после 
встряхивания 30 мин на  лабораторном шейкере 
ПЭ-6500, “ЭКРОСХИМ”, Россия (в соответствии 
с ГОСТ Р 54065-2010). Число повторностей при 
определении КОЕ – трехкратное. Количество по-
вторностей ферментации для ПроСтора – 7, для 
ГербаСтора – 4. Контроль рН осуществляли с ис-
пользованием рН-метра Экотест 2000 (НПП “Эко-
никс”, Россия).

Анализ летучих органических соединений про-
водили методом твердофазной микроэкстракции 

(SPME) (Mottaleb, 2014). 10 г  сухого продукта 
твердофазной ферментации до  смешения с  тра-
вами помещали в  стеклянную емкость объемом 
0.5 л, добавляли 2 мкл раствора внутреннего стан-
дарта D8-толуола (5 мкг) в метаноле, вводили сорб-
ционный стержень и выдерживали 1 ч при темпе-
ратуре 40°С. Сорбционный стержень затем вводи-
ли в  хромато-масс-спектрометрическую систему, 
включающую газовый хроматограф Trace и масс-
спектрометрический детектор ThermoFinnigan Polaris 
Q (“ThermoElectron”, США). Условия анализа: квар-
цевая капиллярная колонка 30 м × 0.25 мм с непод-
вижной фазой SGE BPX-5 (слой 0.25 мкм), програм-
мирование температуры от 40 до 280°С со скоростью 
10°С/мин, температура инжектора 240°С, интерфей-
са  – 240°С; ионизация электронным ударом при 
энергии электронов 70 эВ. Скорость газа-носителя 
(Не) – 0.5 мл/мин. Оценку концентрации летучих 
соединений проводили по методу внутреннего стан-
дарта. Анализ делали в трех повторностях.

Сканирующую электронную микроскопию 
осуществляли на микроскопе Tescan Mira 3 LMH 
(“Tescan”, Чехия). Препараты в виде порошка на-
носили на  поверхность двустороннего проводя-
щего скотча для микроскопии Supplies (США), 
наклеенного на предметный столик. Напыление 
осуществляли золотом на установке Q150R ES Plus 
(“Quorum Technologies Ltd”, Великобритания).

Сравнение количества клеток в препаратах про-
водили с помощью Robust ANOVA (Wilcox, 2017), 
с использованием метода бутстрэп (700 случайно 
сгенерированных из исходной выборок), так как 
распределение выборок полученных данных от-
личалось от нормального (результаты теста Шапи-
ро‒Уилкинсона по одной из выборок: p = 0.007, 
W = 0.802). При сравнении выборок использовали 
непараметрические методы и медиану по данным ти-
тра клеток и кислотности, применяли тест Бранне-
ра‒Манзела (Karch, 2023). Для статистического ана-
лиза данных использовали программу Jamovi 2.4.8.0.

Электронно-микроскопические исследования 
свекловичного жома показали, что его частицы 
представляют собой трубчато-складчатую структу-
ру с большим количеством микропор (рисунок, а), 
что указывает на потенциально высокие сорбцион-
ные свойства фитоносителя.

При твердофазном культивировании смешанной 
культуры бактерий на поверхности частиц носителя 
развивались клетки бактерий, и ко вторым суткам 
наблюдалось образование биопленки (рисунок, б, в). 
При этом отмечено закисление реакционной массы 
с начального значения рН 7.6 до рН 6.6 на первые 
сутки и до рН 5.8 на 48 ч культивирования, а также 
повышение общего титра клеток (таблица).

Анализ данных с  использованием Robust 
ANOVA показал, что титр клеток зависел от фактора 
“стадия ферментации”, но не зависел от фактора 
тип препарата – ПроСтор или ГербаСтор (p < 0.001 
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и p = 0.086 соответственно). Пост-хок сравнение 
уровней фактора “стадия ферментации” выявило, 
что титр клеток через 48 ч после начала фермента-
ции был достоверно выше, чем до начала твердо-
фазной стадии культивирования (psi-hat = –0.661, 
p < 0.001). Численность клеток в сырых препара-
тах 45% влажности по завершении ферментации 
составила для ПроСтор 1.45 × 108 КОЭ/г и Гер-
баСтор 6.65 × 108 КОЭ/г. Содержание клеток по-
сле высушивания до 8% влажности в  конечном 
препарате с  фитокомпонентами по  значениям 
медианы: 1.2 × 108 КОЕ/г для ПроСтор (рН 6.2) 
и 0.58 × 108 КОЕ/г для ГербаСтор (рН 5.9). При рас-
чете на абсолютно сухой вес (АСВ) титров клеток 
препаратов по завершении ферментации этот по-
казатель в сыром ГербаСтор был достоверно выше, 
чем в  препарате ПроСтор  – тест Манна‒Уитни: 
статистика теста (U) = 4.5, p = 0.014. Достоверных 
различий в количестве клеток в конечных препа-
ратах 8% влажности между ПроСтор и ГербаСтор 
не  было (тест Манна–Уитни: статистика теста 
(U) = 12, p = 0.345). Титр клеток по АСВ в этих ко-
нечных препаратах также достоверно не различал-
ся (тест Манна–Уитни: статистика теста (U) = 12, 
p = 0.345). При сравнении расчетных показателей 
по АСВ титра клеток сырых продуктов фермента-
ции 45% влажности с учетом 10% добавления фи-
токомпонентов и  титра клеток в  конечном пре-
парате выявлено, что для ГербаСтор получение 
конечного продукта сопровождалось падением 
показателя с 11.9 × 108 КОЕ/г до 0.6 × 108 КОЕ/г, 
т.е. в 18 раз. Это может объясняться не только вы-
сушиванием, но также ингибирующим действием 
лекарственных растений с антимикробными свой-
ствами – душицы, зверобоя, лопуха, ромашки (Кор-
сун, Корсун, 2010). В варианте ПроСтор с растороп-
шей для поддержания печени и иммуностимулиру-
ющей эхинацеей сохранение высокого титра клеток 
в сухом препарате свидетельствовало о защитном 
эффекте биопленки при обезвоживании и отсут-
ствии значимого отрицательного действия этих фи-
токомпонентов на жизнеспособность микробных 
клеток: снижение числа клеток (с 2.4 × 108 КОЕ/г 
до 1.6 × 108 КОЕ/г) составило 1.5 раза.

В ходе твердофазного культивирования на све-
кловичном жоме смешанной культуры бактерий 
B. subtilis ВКПМ В-8130, B. subtilis ВКПМ В-2984, 
B. subtilis ВКПМ В-4099 на примере ПроСтора по-
казано, что к 48 ч увеличивается содержание иден-
тифицированных летучих соединений: уксусной 
кислоты с 0.010 ± 0.002 до 0.025 ± 0.0004 мкг/г, 
3-метилбутановой кислоты с 0.002  ±  0.0003 
до  0.0034  ±  0.0004  мкг/г, а  также п-гваякола  
с 0.005 ± 0.0005 до 015 ± 0.002 мкг/г и 2-н-пентил- 
фурана 0.006  ±  0.0009 до 0.0015  ±  0.0002  мкг/г. 
Эти данные соответствуют снижению рН  реак- 
ционной смеси. В то же время наблюдалось сни-
жение количества выявленных ароматических 

Рисунок. Биопленка в препаратах: а – вид частиц све-
кловичного жома; б – развитие бацилл на поверхно-
сти носителя в препарате ПроСтор, 24 ч; в – биопленка 
на поверхности носителя в препарате ГербаСтор, 48 ч.
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веществ фенольного ряда (фенол, ацетилфенол, 
крезол, ацетофенон), а  также диметилпиразина, 
2-н-пентилфурана, 3-изопропоксибензальдегида 
и салицилового альдегида, что нивелирует анти-
питательные свойства свекловичного жома и под-
тверждает способность смешанной культуры бак-
терий р. Bacillus повышать качество пищи, расще-
пляя в организме токсические вещества. Выделение 
уксусной кислоты подтверждает наличие бакте-
риальной ферментации. Увеличение содержания 
3-метилбутановой кислоты свидетельствует о про-
текании элементов брожения в заданных условиях 
твердофазного культивирования. Гваякол – про-
стой фенол с биологической активностью, антиок-
сидант, используется при диареях, действуя дезин-
фицирующе и противогнилостно (DrugBank, https://
www.drugbank.ca/drugs/DB11359). 2-пентилфуран – 
ароматическое вещество, которое могут синтези-
ровать бациллы, например, B. megaterium XTBG34 
(Zou et al., 2010), – является безопасной пищевой 
добавкой, усилителем вкуса (Cha et al., 2021).

Твердофазная стадия культивирования исполь-
зованных в работе бактерий р. Bacillus на органиче-
ском носителе позволила получить защищающую 
клетки биопленку и сохранить высокий титр жиз-
неспособных клеток после сушки, а также полу-
чить дополнительные метаболиты, усиливающие 
антибактериальные свойства и вкусовые качества 
пробиотического препарата.
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SHORT COMMUNICATIONS

Solid-State Method of Production of Probiotic Feed Additives  
for Farm Animals

N. A. Ushakova1, *, V. G. Pravdin2, I. V. Pravdin2, L. Z. Kravtsova2,  
E. S. Brodsky1, and A. V. Ambaryan1

1 A.N. Severtsov Institute of Ecology and Evolution RAS, Moscow, 119071, Russia
2 Scientific and Technical Center BIO LLC, Belgorod region, Shebekino, 309292, Russia

*e-mail: naushakova@gmail.com

Abstract. A technology has been developed for producing a  probiotic preparation by  solid-state 
cultivation of a mixed culture of Bacillus subtilis B-8130, B. subtilis B-2984, B. subtilis B-4099 on beet 
pulp, which is shown in two preparations (ProStor and GerbaStor). Solid-state fermentation was carried 
out under conditions of limited access to oxygen at a temperature of 40 ± 5°C, pH 7.5‒8.0 and mixture 
humidity 45 ± 3% for 48‒50 hours. During the process, acidification of the reaction mass was observed, 
a significant increase in cell titer and the formation of a biofilm on phytosorbent. The cell titer depended 
on the factor “stage of fermentation”, but did not depend on the factor type of preparation ‒ ProStor 
or GerbaStor. Among the identified volatile products, by 48 hours of fermentation the content of acetic 
acid, 3-methylbutanoic acid, p-guaiacol and 2-n-pentylfuran increased, and aromatic substances 
of the phenolic series decreased. Additional metabolites were obtained that enhance the antibacterial 
properties and taste of the probiotic preparation. The formation of a biofilm made it possible to preserve 
viable cells during drying (45°C): in ProStor 1.2 × 108 CFU/g, and in GerbaStor 0.58 × 108 CFU/g. 
In HerbaStore with an expanded range of medicinal plants, a decrease in the titer of bacilli is associated 
with dehydration during drying and with the antibacterial properties of phytocomponents.

Keywords: probiotic, Bacillus subtilis, solid-state fermentation, biofilm, metabolites of solid-state fermentation
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В результате выполненного исследования получены первичные данные по кинетике роста и продук-
ции антимикробных соединений бактериями Lactobacillus brevis 2kGv22-17. В условиях эксперимента 
изучен антибактериальный эффект суспензии лактобактерий, протопластов и внутриклеточная анти-
бактериальная активность в лизатах клеток. Кинетика роста оценена в статических условиях с помо-
щью персонального биореактора RTS-1С. Антагонистическая активность лактобактерий исследована 
в серии экспериментов с использованием в качестве индикаторных тест-культур Cytophaga psychrophila 
IM-87, Flexibacter columnaris IM-216 и Pseudomonas fluorescens IM-43. Опытным путем подтверждена 
способность исследуемых лактобактерий к продукции антимикробных соединений в экспоненци-
альной фазе роста. Наиболее выраженный эффект подавления роста обнаружен в присутствии про-
топластов лактобактерий.

Ключевые слова: антимикробные соединения, микробный антагонизм, кинетика роста, лизаты клеток, 
протопласты, фазы роста, Lactobacillus brevis

DOI: 10.31857/S0026365624050174

Одной из распространенных форм взаимоотно-
шений микроорганизмов в природе является анта-
гонизм, при котором бактерии одного вида угнетают 
жизнедеятельность представителей других видов. 
При изучении антагонистической активности про-
биотиков (Бухарин и соавт., 2010, 2014) и описании 
механизмов влияния ассоциативных микроорга-
низмов на антагонистическую активность бактерий 
(Семенов и соавт., 2011) установлено, что ассоци-
анты способны стимулировать антагонизм, влиять 
на него индифферентно, вызывать ингибирующий 
или инвертирующий эффекты. Микроорганизмы 
в составе филлосферы и эндосферы растений от-
вечают за антагонизм к большому спектру фито-
патогенов Erysiphe graminis, Cladosporium fulvum, 
Phytophthora sp. и др. (Каблова и соавт., 2015), по-
вышают продуктивность растения, контролируют 
реакции адаптации к стрессам и прямой стимуля-
ции роста растений (Lamont et al., 2017). Лакто-
бактерии, выделенные из микрофлоры растений, 
способны вырабатывать органические кислоты 
и  ряд антимикробных соединений, что сделало 
их незаменимыми при консервировании продук-
тов растительного и животного происхождения 
(de Vuyst, Vandamme, 1994) и использования в ка-
честве пробиотиков (Naidu et al., 1999).

Для реализации цели исследования, направлен-
ной на изучение особенностей продукции антими-
кробных соединений лактобактериями, использован 
штамм Lactobacillus brevis 2kGv 22-17, выделенный 
из эпифитной микрофлоры ежи сборной (Dactylis 
glomerata). Штамм Lactobacillus brevis 2kGv 22-17 пре-
доставлен сотрудниками ООО “Микробиом” инно-
вационного сектора Петрозаводского госуниверси-
тета из фонда Коллекции молочнокислых бактерий 
лаборатории микробиологии. Кинетику роста лакто-
бактерий и время достижения максимальной опти-
ческой плотности оценивали на жидкой среде MRS 
(Man et al., 1960) в статических температурных усло-
виях персонального биореактора RTS-1С (“Biosan”, 
Латвия) с программным обеспечением и функцией 
контроля роста микроорганизмов в режиме реаль-
ного времени.

Определение способности лактобактерий про-
дуцировать антимикробные соединения выполняли 
на основе метода диффузии антибактериальных 
субстанций в агар [ОФС.1.2.4.0010.15.]. Для про-
ведения эксперимента использовали ночную куль-
туру молочнокислых бактерий, которую выращи-
вали в среде MRS в течение 12 ч (Kurokawa, Ying, 
2017). Для исследования продукции антимикроб-
ных соединений клетками L. brevis использовали 
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плотную питательную среду, состоящую из ГМФ 
бульона (ООО “НИЦФ”, Россия) – 30 г/л, агар-
агара бактериологического Bacto (“BD”, США) – 
17 г/л и глюкозы – 10 г/л. Среду разливали в сте-
рильные чашки Петри в два слоя. После застыва-
ния нижнего соя, в чашку Петри вносили верхний 
слой питательный среды, которую предваритель-
но смешивали с суспензией, находящейся в ста-
ционарной фазе роста индикаторной культуры, 
в  объеме 10 мл. В  качестве индикаторных или 
тест-культур использовали Cytophaga psychrophila 
IM-87, Flexibacter columnaris IM-216 и Pseudomonas 
fluorescens IM-43, предоставленные сотрудниками 
лаборатории микробиологии НИЦ по аквакуль-
туре Петрозаводского госуниверситета из  фон-
да Коллекции ассоциативной микрофлоры рыб. 
В готовой среде на равном расстоянии друг от друга 
делали лунки диаметром около 5 мм. В лунки вно-
сили по 0.1 мл микробной суспензии лактобактерий 
L. brevis 2kGv 22-17 (опыт 1), протопласты (опыт 2) 
и лизат клеток (опыт 3). Посевы выдерживали при 
температуре 21 ± 2°C в течение 1‒2 ч, чтобы обе-
спечить равномерное распределение и рост микро-
организмов. Затем посевы культивировали при 
температуре 37.0 ± 0.2°C в течение 16‒18 ч, после 
чего регистрировали зоны задержки роста бакте-
риального газона вокруг лунок. Диаметры зон уг-
нетения роста индикаторных микроорганизмов 
оценивали с  точностью до 0.1 мм. Протопласты 
лактобактерий готовили из  культуры, выращен-
ной в MRS бульоне в течение 12 ч. Клетки осаж-
дали на  центрифуге SIGMA  1-15P при 3000  об./
мин в  течение 10 мин. Супернатанты обрабаты-
вали лизоцимом (“AppliChem”, Германия) в кон-
центрации 1.5 мг/л в присутствии стабилизатора 

осмотического давления 0.5% NaСl и фильтровали 
через мембранные фильтры “MF-Millipore” (диа-
метр пор 0.22 мкм) (Алешина и соавт., 2017). Для 
получения лизатов клеток использовали 70% изо-
пропанол и 0.1% трифторуксусную кислоту, со-
гласно методу определения антимикробной актив-
ности лизата клеток (Field et al., 2008; Миралимова 
и соавт., 2016).

Все эксперименты ставили в трехкратной по-
вторности, статистическую обработку данных вы-
полняли на основе программы Statistica 6.0.

В результате культивирования в статических 
условиях за 58 ч эксперимента получена харак-
теристика роста культуры L. brevis 2kGv 22-17. 
На  основе данных по  культивированию лакто-
бактерий с использованием биореактора RTS-1C 
построен типовой график роста лактобактерий. 
Данные обработаны с  помощью программного 
обеспечения Grant Instruments “Labvise”, которое 
позволяет контролировать рост микроорганизмов 
в режиме реального времени. В процессе культи-
вирования использовалось вихревое перемешива-
ние ингредиентов (Vortextypemixing) с интервалом 
в 10 мин. Адаптация микроорганизма к условиям 
культивирования длилась в течение 11 ч. С 12 по 
21 ч отмечалась стадия экспоненциального роста, 
с последующим переходом в стадию стационарно-
го роста, что соответствовало 2.14 OD и значениям 
µ (h ̄¹) – 0.02 в 130 точке измерения. Установле-
но, что антагонистическая активность выявляется 
в культуре в период экспоненциальной фазы, кото-
рая длилась в течение 9 ч. Также антибактериаль-
ная активность сохраняется в среде и при переходе 
развития культуры в стационарную стадию роста 
и продолжается в течение 37 ч (рисунок).

Рисунок. Кривая непрерывного роста бактерий L. brevis 2kGv 22-17 в жидкой среде MRS при 37°С с периодическим 
вихревым перемешиванием в течение 58 ч с интервалом каждые 10 мин.
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В присутствии суспензии лактобактерий L. brevis 
2kGv 22-17 антимикробная активность проявля-
лась в  виде незначительного подавления роста 
индикаторных микроорганизмов. Средние значе-
ния диаметра зоны задержки роста тест-культур 
C. psychrophila, F. columnaris и P. fluorescens находи-
лись в пределах от 9.30 ± 0.2 мм (для F. columnaris) 
до 11.4 ± 0.2 мм (для P. fluorescens). Присутствие ли-
затов исследуемых бактерий не привело к антибак-
териальному эффекту в отношении индикаторных 
видов бактерий, во всех вариантах опыта наблю-
далось проявление роста культур. Наиболее вы-
раженной антимикробной активностью обладали 
только протопласты штамма L. brevis 2kGv, о чем 
свидетельствовали большие зоны торможения ро-
ста для P. fluorescens (21.3 ± 0.6 мм), C. psychrophila 
(18.6 ± 0.8 мм) и F. columnaris (18.2 ± 0.4 мм). Наи-
больший бактерицидный эффект обнаружен в от-
ношении псевдомонад. Зоны торможения роста 
тест-культур в присутствии микробной суспензии, 
протопластов и лизата клеток L. brevis 2kGv 22-17 
представлены в таблице.

В результате изучения продукции антимикроб-
ных соединений в  клетках L. brevis 2kGv 22-17 
установлено, что наиболее выраженной антими-
кробной активностью обладают протопласты ис-
следуемых лактобактерий. Наибольший эффект 
подавления роста тест-культуры обнаружен в отно-
шении P. fluorescens. В присутствии протопластов 
лактобактерий зона торможения роста индикатор-
ного микроорганизма достигала 21 мм. Благода-
ря выполненному исследованию кинетики роста 
L. brevis 2kGv 22-17 установлено, что адаптация ис-
следуемых бактерий к условиям культивирования 
длится 11 ч, экспоненциальная фаза – 9 ч и ста-
бильная стационарная фаза роста – 37 ч. Учитывая 
особенность молочнокислых бактерий продуциро-
вать антимикробные соединения в разные периоды 
роста микропопуляции, применение данного под-
хода позволяет с высокой точностью по большому 
количеству заданных параметров, таких как тем-
пература культивирования, оптическая плотность, 
удельная скорость роста, продолжительность лаг-
фазы, фазы экспоненциального роста и  стаци-
онарной фазы, проанализировать и  предсказать 
физиологическое состояние микроорганизма для 
объективного мониторинга за его антагонистиче-
ской активностью. Бактерии L. brevis 2kGv 22-17 

способны продуцировать антимикробные соеди-
нения в процессе роста на питательной среде MRS 
при исходном рН 6.2 и постоянном контроле тем-
пературы биопроцесса 37°С. Продукция антибак-
териальных соединений начинается через 12 ч по-
сле начала культивирования в экспоненциальной 
фазе роста, что подтверждается данными других 
исследователей (Todorov, 2005). Наиболее выра-
женный антагонизм исследуемого штамма L. brevis 
2kGv 22-17 выявлен в случае использования прото-
пластов продуцента, в присутствии которых вели-
чина задержки роста индикаторных тест-культур 
изменялась от 1.2 до 21.3 см. Полученный эффект 
можно связать с тем, что антимикробным соеди-
нениям L. brevis 2kGv 22-17 не надо преодолевать 
барьер в виде клеточной стенки, за счет чего и воз-
растает обнаруженное бактерицидное действие.
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Таблица. Диаметр зоны задержки роста индикаторных тест-культур 

Тест-культуры Микробная суспензия, опыт 1 Протопласты, опыт 2 Лизат клеток, опыт 3
Зона торможения роста тест-культур, мм
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SHORT COMMUNICATIONS

Production of Antimicrobial Compounds in Lactobacillus brevis Cells
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Abstract. As a result of the study, primary data were obtained on the kinetics of growth and production 
of  antimicrobial compounds by  the bacteria Lactobacillus brevis 2kGv22-17. Under experimental 
conditions, the antibacterial effect of  a  suspension of  lactobacilli, protoplasts and intracellular 
antibacterial activity in cell lysates were studied. Growth kinetics were assessed under static conditions 
using a personal bioreactor RTS-1C. The antagonistic activity of lactobacilli was studied in a series 
of experiments using Cytophaga psychrophila IM-87, Flexibacter columnaris IM-216 and Pseudomonas 
fluorescens IM-43 as  indicator test cultures. The ability of  the studied lactobacilli to  produce 
antimicrobial compounds in the exponential growth phase was experimentally confirmed. The most 
pronounced effect of growth suppression was found in the presence of lactobacilli protoplasts.

Keywords: antimicrobial compounds, microbial antagonism, growth kinetics, cell lysates, protoplasts, growth 
phases, Lactobacillus brevis
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