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Пиридин – гетероциклическое соединение с 
атомом азота в структуре молекулы, широко ис-
пользующееся при производстве красок, гербици-
дов, пестицидов, фармацевтических препаратов [1]. 
Пиридин присутствует в сточных водах коксохими-
ческих и нефтеперерабатывающих предприятий. 
Попадание этого соединения в окружающую сре-
ду является причиной серьезных проблем из-за его 
токсичности, тератогенности и канцерогенности 

[2]. В связи с этим его содержание в сточных водах 
строго регулируется, а загрязненные среды долж-
ны подвергаться ремедиации. Однако из-за хоро-
шей растворимости и стабильности гетероцикли-
ческой структуры этого соединения, физико-хими-
ческие методы, такие как окисление, адсорбция и 
сжигание являются энергозатратными и дорогими. 
 Поэтому биологические подходы к очистке окружа-
ющей среды от пиридина остаются актуальными.
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Из активного ила коммунально-бытовых биологических очистных сооружений (БОС) г. Перми и 
локальных очистных сооружений предприятия ООО «ЛУКОЙЛ-Пермнефтеоргсинтез» (ПНОС) 
выделены бактериальные штаммы, способные к деградации 0,8–15,8 г/л гидрохлорида пиридина, и 
идентифицированы как Achromobacter pulmonis (ПНОС) и Burkholderia dolosa (БОС). Оптимальной 
концентрацией пиридина для роста выделенных штаммов является 4,0 г/л. Изучена деградация 
пиридина в процессе роста обоих штаммов на среде с гидрохлоридом пиридина без дополнительных 
источников азота и углерода. Показано, что штаммы могут накапливать биомассу на среде с 
пиридином, используя его в качестве единственного источника углерода и азота. Добавление 
1 г/л глюкозы в среду ускоряет процесс деградации пиридина у A. pulmonis ПНОС, но подавляет 
у B. dolosa БОС. Биопленки A. pulmonis ПНОС и B. dolosa БОС, выращенные на базальтовых и 
углеродных волокнах, эффективно утилизируют пиридин в процессе роста, причем наибольшая 
скорость утилизации пиридина, равная 1,8 г/(л сут), отмечена у биопленок A. pulmonis ПНОС на 
базальтовых волокнах.
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Биологическая утилизация пиридина также 
представляет определенные сложности: это со-
единение плохо поддается микробному разло-
жению и имеет тенденцию к персистированию в 
окружающей среде. Есть сведения о деградирую-
щих пиридин микроорганизмах, которые относят-
ся к родам Arthrobacter [3], Bacillus [2], Lysiniba-
cillus [4], Paracoccus [5–8], Pseudomonas [9–12], 
Rhizobium [13, 14], Rhodococcus [15, 16], Shewanel-
la [2], Shinella [17], Streptomyces [18]. Показана 
трансформация замещенных пиридинов, в част-
ности, метил- и диметилпиридинов, штаммом Ar-
throbacter  crystallopoietes КМ-4 [19].  Изученные 
штаммы осуществляли деструкцию пиридина 
в невысоких концентрациях – от 0,03 до 2,8 г/л. 
Известно, что пиридин может быть утилизиро-
ван клетками микроорганизмов не только с целью 
очистки окружающей среды, но и для получения 
энергии в микробных топливных элементах [20]. 
Поэтому выделение из окружающей среды и се-
лекция штаммов микроорганизмов, утилизиру-
ющих пиридин в более высоких концентрациях, 
представляет большой интерес.

Альтернативной технологией биологической 
очистки загрязненных сред является применение 
иммобилизованных клеток микроорганизмов-де-
структоров. Основными преимуществами данной 
технологии является концентрирование биомассы 
и увеличение объемной продуктивности процес-
са, возможность повторного использования ми-
кробных клеток, обеспечение высокой скорости 
разведения и устранение проблемы вымывания 
клеток в непрерывных процессах, а также созда-
ние благоприятного микроокружения, защища-
ющего микроорганизмы от токсичных веществ, 
экстремальных рН и температуры, воздействия 
растворителей и тяжелых металлов [21]. Свобод-
ные клетки плохо выживают в условиях механи-
ческого и различных экологических стрессов, тог-
да как подходящие носители не только защищают 
клетки, но и адсорбируют на поверхности орга-
нические вещества, обеспечивая их постепенный 
контакт с иммобилизованными микроорганизма-
ми [22]. Биопленки являются самоиммобилизо-
ванными микробными сообществами и могут эф-
фективно использоваться в процессах биодегра-
дации токсичных веществ [23], что обусловливает 
актуальность изучения деградации пиридина им-
мобилизованными клетками бактерий-деструкто-
ров, в частности, их биопленками.

В связи с этим, целью исследования явилось 
изучение процесса трансформации пиридина 
штаммами A. pulmonis ПНОС и B. dolosa БОС в 
суспензионной культуре и в виде биопленок.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Выделение и идентификация  
пиридин-утилизирующих бактерий

Выделение бактериальных штаммов, утили-
зирующих пиридин, проводили на минеральной 
среде (рН 7,2±0,2), содержащей г/л: KH2PO4 – 1,00, 
K2HPO4·3H2O – 3,75, NaCl – 0,50, MgSO4·7H2O – 
0,50, CoCl2·6H2O – 0,010, FeSO4·7H2O – 0,005 и ги-
дрохлорид пиридина – 4,00 в качестве единствен-
ного источника углерода и азота. В среду объемом 
50,0 мл вносили по 5,0 мл активного ила из аэро-
тенка коммунально-бытовых БОС г. Перми и ло-
кальных очистных сооружений ПНОС и инкуби-
ровали 2 недели на шейкере S3.01 (ELMI, Латвия) 
со скоростью вращения 160 об/мин при 25 ℃. Из 
накопительной культуры делали посев на агари-
зованную минеральную среду, содержащую ми-
кроэлементы и 4,00 г/л пиридина, и затем культи-
вировали полученную биомассу на жидкой среде 
вышеприведенного состава. Пассажи проводили 
не менее трех раз до получения чистой культуры 
и идентифицировали штаммы.

Идентификация выделенных штаммов до 
вида была проведена путем ПЦР-анализа с прай-
мерами к генам 16S рРНК (27F 5′-AGA GTT TGA 
TCM TGG CTC AG-3′ и 1492R 5′-TAC GGY TAC 
CTT GTT ACG ACT T-3′), сконструированны-
ми на основе последовательностей, представлен-
ных в базе данных GenBank, и синтезированными 
ООО «Евроген» (Москва). Препараты хромосом-
ной ДНК получали фенольным методом. Ампли-
фикацию ДНК проводили с применением термо-
стабильной Taq-полимеразы производства ООО 
«СибЭнзим» (Новосибирск) на термоциклере Т3 
(Biometra, Германия). Электрофоретическое раз-
деление продуктов ПЦР-реакции проводили в 
1,2–1,5% агарозном геле в трис боратном буфе-
ре при напряженности поля 5 В/см. Для оценки 
молекулярной массы фрагментов ДНК исполь-
зовали молекулярные маркеры 1 т.п.н. и 100 п.н. 
(ООО «СибЭнзим» и Axigen®). Визуализацию 
полос и документирование данных осуществля-
ли после окрашивания геля бромистым этиди-
ем с использованием системы гель документации 
BioDocAnalyze (Biometra). Очистку ПЦР-продук-
та перед секвенированием осуществляли двумя 
способами: с использованием смеси ферментов 
ExoSAPMix (Fermentas Life Sciences) и с помо-
щью аппарата E-Gel (Invitrogen, США) согласно 
инструкции фирмы-производителя. Секвенирова-
ние проводили на приборе Genetic Analyzer 3500xl 
(Applied Biosystems, США), следуя инструкци-
ям фирмы-производителя. Гомологию получен-
ных нуклеотидных последовательностей генов 
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16S рРНК с известными генами микроорганизмов 
анализировали с использованием программного 
пакета BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/
genom_table.cgi) и программы Chromas lite 2.1. 
Полученные последовательности сравнивали с 
хранящимися в базе данных EzBioCloud (https://
www.ezbiocloud.net/) [24]. 

Культивирование и определение ростовых 
характеристик

Ростовые характеристики, такие как макси-
мальная удельная скорость роста (µ, ч-1) и мак-
симальный уровень накопления сухой биомассы 
в среде Cmax (г/л) определяли при росте культур в 
2,00 мл минеральной среды с гидрохлоридом пи-
ридина как единственным источником углерода 
и азота в концентрации 0,8, 4,0 и 7,9 г/л в лун-
ках 24-луночного планшета (Eppendorf, Герма-
ния). В среду вносили 25 мкл инокулята, содер-
жащего 0,70 г/л сухих клеток и измеряли ОП540 на 
микропланшетном ридере Infinity M1000 (Tecan, 
Швейцария). 

Удельную скорость роста вычисляли по 
формуле:

µ = 1/ОП0 (ΔОП/ Δt),

где ОП0 – ОП540 в момент времени t0, ΔОП – изме-
нение оптической плотности культуральной сре-
ды за время Δt, ч.

Максимальный уровень накопления биомас-
сы клеток в среде вычисляли следующим обра-
зом. Отбирали по 1 мл пробы культуры в стацио-
нарной фазе роста, центрифугировали 10 мин при 
14000 g на центрифуге 5415D (Eppendorf, Герма-
ния), осадок высушивали в термостате TC-1/80 
(Россия) при 30 ℃ до постоянной массы и взве-
шивали на аналитических весах GR-202 (AND, 
Япония) с точностью до 0,1 мг.

Изучение утилизации пиридина
Утилизацию пиридина изучали при росте вы-

деленных штаммов A. pulmonis ПНОС и B. dolo-
sa БОС на минеральной среде вышеприведенного 
состава с 4,0, 7,9 и 15,8 г/л гидрохлорида пириди-
на в качестве единственного источника углерода 
и азота. В 20,0 мл среды вносили 100 мкл иноку-
лята, содержащего 0,7 г/л сухой биомассы. Куль-
тивировали в течение 14 сут при 30 ℃ на шей-
кере GFL 3031 (Германия) со скоростью враще-
ния платформы 120 об/мин. С периодичностью 
1–2 сут отбирали пробы культуральной жидко-
сти, клетки осаждали на центрифуге (Eppendorf 
5415D, Германия) 10 мин при 14000 g и опреде-
ляли концентрацию пиридина в надосадочной 
жидкости методом ВЭЖХ (LC-10, Shimadzu, Япо-

ния), используя колонку Luna 5u C 18(2) 100A 
(250×4,6 мм), и 10 мМ KH2PO4 с 25% ацетони-
трила в качестве подвижной фазы, подаваемой со 
скоростью 0,5 мл/мин при 25 °C.

Адсорбцию пиридина на поверхности клеток, 
предварительно убитых автоклавированием в те-
чение 1 ч при 121 °C, проводили в 50 мл дистил-
лированной воды, содержащей 2,5 г/л пиридина и 
97 и 40 мг биомассы A. pulmonis ПНОС или B. do-
losa БОС соответственно.

Наличие продуктов метаболизма пиридина в 
среде культивирования определяли методом хро-
мато-масс-спектрометрии. Для этого пробы на-
досадочной жидкости экстрагировали этилацета-
том в соотношении 1:1 (об./об.) и анализирова-
ли органическую фазу на ГХ-МС (689/573Т MSD, 
Agi lent-Hewlett Packard, США) с капиллярной ко-
лонкой RTX-5MS длиной 5 м и предколонкой 
 HP-5MS. Газ-носитель гелий подавали со скоро-
стью 1  мл / мин. Использовали следующие прото-
колы хромато-масс-спектрометрии: для определе-
ния пиридина начальная температура колонки – 
40 ℃ (2 мин), нагрев со скоростью 15 ℃/мин до 
280 ℃, выдержка – 5 мин (методика 1); для опре-
деления продуктов метаболизма пиридина началь-
ная температура колонки – 40 ℃ (2 мин), нагрев 
5 ℃/мин до 250 ℃, выдержка 5 мин, затем нагрев 
до 280 ℃, выдержка 2 мин (методика 2) [20]; 90 °С 
(3 мин), нагрев 15 ℃/мин до 250 °C (методика 3) 
[25]. Температура испарителя составляла 280 °С.

Получение биопленок, их характеристика  
и деградация пиридина биопленками 

Изучали утилизацию пиридина биопленками 
A. pulmonis ПНОС и B. dolosa БОС.

Основой для биопленки служила смесь (0,5 г) 
углеродных активированных волокон «Карбо-
пон-актив» (ОАО «СветлогорскХимволокно», Бе-
ларусь) или базальтовых волокон со средним ди-
аметром 3 мкм («Новгородский завод стеклово-
локна», Россия). Волокна помещали в жидкую 
минеральную среду (50,00 мл) описанного выше 
состава с 4,0 г/л гидрохлорида пиридина в каче-
стве единственного источника углерода и азота, и 
смесь инокулировали 100 мкл суспензии бактерий, 
содержащей 0,7 г/л сухой биомассы.  После 7 сут 
культивирования волокна с биопленкой отмывали 
от среды калий-фосфатным буфером (рН 7,2±0,2), 
переносили в свежую минеральную среду с 4,0 г/л 
гидрохлорида пиридина и культивировали на шей-
кере GFL 3031 (Германия) со скоростью вращения 
120 об/мин при 30 ℃. Пробы отбирали с периодич-
ностью 2–3 сут и анализировали методом ВЭЖХ. 
Адсорбцию пиридина в концентрации от 2,5 до 
5 г/л на волокнах проводили в тех же условиях.
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Определяли массу биопленки (мг/г носителя) 
и количество жизнеспособных клеток биопленки. 
Для этого отмытые 30 мл калий-фосфатного буфе-
ра (рН 7,2±0,2) волокна с биопленкой помещали в 
10 мл буфера того же состава и обрабатывали на 
ультразвуковой бане S30 (Elma, Германия) 7 раз 
по 1 мин с перерывами по 1 мин. После этого бак-
терии из 10-кратных разведений высевали на пол-
ноценную агаризованную среду LB и подсчиты-
вали количество выросших колоний. Количество 
жизнеспособных клеток выражали в КОЕ/г носи-
теля и КОЕ/г биопленки. Биомассу, отделившую-
ся от волокон после обработки ультразвуком, со-
бирали центрифугированием, высушивали до по-
стоянной массы и взвешивали на аналитических 
весах, как описано ранее. Визуализацию биопле-
нок проводили в сканирующем электронном ми-
кроскопе Vega 3 (TESCAN, Чехия) при ускоряю-
щем напряжении 20 кВ.

Статистическая обработка результатов
Все эксперименты проводили в 3-кратной по-

вторности, вычисляли среднее, стандартное от-
клонение и стандартную ошибку среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Штаммы были выделены на среде с 4,0 г/л ги-
дрохлорида пиридина в качестве единственного 
источника углерода и азота из активного ила аэ-
ротенка муниципальных и промышленных БОС. 
Методом секвенирования гена 16S рРНК штаммы 
были идентифицированы как Achromobacter pul-
monis ПНОС и Burkholderia dolosa БОС. 

Ростовые характеристики штамма A. pulmonis 
ПНОС были изучены на среде с 0,8 , 4,0 и 7,9 г/л 
гидрохлорида пиридина (рис. 1) и представле-
ны в табл. 1. При росте на среде, содержащей 
4,0 г/л гидрохлорида пиридина, была отмечена 
самая длительная экспоненциальная фаза (168 ч) 
и высокая удельная скорость роста в этой фазе 
(0,148 ч-1), а также максимальный уровень нако-
пления биомассы клеток в среде (1,18 г/л). При 
росте на средах с 0,8 и 7,9 г/л гидрохлорида пири-

дина продолжительность экспоненциальной фазы 
и удельная скорость роста составили 96 и 48 ч и 
0,135 и 0,055 ч-1 соответственно. Гидрохлорид пи-
ридина в концентрации 7,9 г/л ингибировал рост, 
и Cmax не превышал 0,17 г/л. Максимальный уро-
вень накопления биомассы на среде с 0,8 г/л ги-
дрохлорида пиридина составил 0,95 г/л. Клетки 
штамма B. dolosa БОС в процессе роста на сре-
де с пиридином формировали агрегаты, что не по-
зволило построить кривую роста, используя зна-
чения оптической плотности.

Была изучена утилизация гидрохлорида пири-
дина в процессе роста штаммов на жидкой мине-
ральной среде, содержащей его в концентрации 
4,0, 7,9 и 15,8 г/л (рис. 2). За 12–14 сут штаммы 
полностью утилизировали 4,0 г/л субстрата. Отме-
чалось снижение концентрации пиридина, вне-
сенного в среду в более высокой концентрации, 
но полной деградации субстрата не наблюдалось. 
Когда в качестве косубстрата для утилизации пи-
ридина в среду вносили глюкозу в концентрации 
1,0 г/л, A. pulmonis ПНОС полностью утилизиро-
вал 4,0–7,9 г/л гидрохлорида пиридина за 5 сут, 
концентрация пиридина, внесенного в среду  

Рис 1. Рост A. pulmonis ПНОС на среде, содержащей 
0,8 (1), 4,0 (2), 7,9 (3) г/л пиридина в качестве един-
ственного источника углерода и азота.

Fig. 1. Growth of A. pulmonis PNOS in a medium with 
0,8 (1), 4,0 (2), 7,9 (3) g/l pyridine as the sole source of 
carbon and nitrogen.
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 культивирования в концентрации 15,8 г/л, снижа-
лась за 5 сут в 2,5 раза (рис. 3а). B. dolosa БОС в 
присутствии глюкозы пиридин не утилизировал. 
В данном случае имела место катаболитная ре-
прессия, выражающаяся в подавлении экспрессии 
генов, участвующих в метаболизме пиридина, в 
присутствии легко катаболизируемого субстрата.

Было показано, что биопленки B. dolosa БОС 
и A. pulmonis ПНОС, выращенные на базальтовых 
и углеродных волокнах, эффективно утилизиру-
ют пиридин в процессе роста (рис. 4). Это может 
быть связано с адсорбцией контаминанта. В связи 
с этим была изучена адсорбция пиридина на во-
локнах без биопленок (рис. 5а) и на поверхности 
убитых клеток обоих штаммов (рис. 5b), а также 
оценена доля абиотического разложения пириди-

на. Показано, что эти процессы не вносят вклад в 
убыль пиридина из среды культивирования. В те-
чение первых 7 сут культивирования отмечалась 
незначительная адсорбция компонента на кле-
точных стенках B. dolosa БОС, однако в процессе 
дальнейшей десорбции концентрация пиридина в 
среде возвращалась к исходным значениям.

Наибольшая скорость утилизации пиридина, 
равная 1,8 г/(л сут), отмечена у биопленок A. pul-
monis ПНОС на базальтовых волокнах. По дан-
ным электронной сканирующей микроскопии 
(рис. 6), на всех изученных волокнах наблюдали 
формирование массивных биопленок как A.  pul-
monis ПНОС, так и B. dolosa БОС. Наиболее мас-
сивные биопленки образовались на базальтовых 
волокнах – 13,6 мг/г носителя для A.  pulmonis 
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Рис. 2. Утилизация 15,8 (1), 7,9 (2) и 4,0 (3)  г/л пиридина как единственного источника углерода и азота в процессе 
роста A. pulmonis ПНОС (а) и B. dolosa БОС (b)

Fig. 2. Utilization of 15,8 (1), 7,9 (2) и 4,0 (3) g/l pyridine as the sole source of carbon and nitrogen during the growth of 
A. pulmonis PNOS (a) and B. dolosa BOS (b).

Рис. 3. Утилизация 15,8 (1), 7,9 (2) и 4,0 (3) г/л пиридина с косубстратом глюкозой в процессе роста A. pulmonis 
ПНОС (а) и B. dolosa БОС (b).

Fig. 3. Utilization of 15,8 (1), 7,9 (2) и 4,0 (3) g/l pyridine with co-substrate glucose during the growth of A. pulmonis PNOS 
(a) and B. dolosa BOS (b).
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ПНОС и 11,2 мг/г для B. dolosa БОС, тогда как 
на активированном карбопоне масса биоплен-
ки составляла лишь 6,9 и 3,9 мг/г соответствен-
но (табл. 2). Однако количество жизнеспособных 
клеток в биопленках обоих штаммов, выращен-
ных на активированном карбопоне, превышает 

таковое на базальтовых волокнах. Биопленки на 
базальтовых волокнах могут иметь бóльшую мас-
су из-за более выраженного матрикса или за счет 
большего количества клеток, которые после де-
струкции пиридина частично отмирают.

Следует отметить, что полимерный матрикс 
защищает клетки бактерий в составе биопленок 
от неблагоприятных физико-химических факто-
ров окружающей среды и воздействия токсичных 
соединений, что позволяет им более активно ра-
сти в присутствии высоких концентраций пири-
дина. На всех микрофотографиях бактериальные 
клетки не имеют четких очертаний, что связано с 
выделением клетками экзополисахаридов.  Более 
эффективная и быстрая деструкция пиридина 
биопленками A. pulmonis ПНОС может быть об-
условлена несколькими факторами: большей био-
массой биопленки; меньшими диффузионными 
затруднениями, на которые влияет матрикс био-
пленки и структура зрелой биопленки (наличие 
или отсутствие каналов и пор); а также изменени-
ями в метаболической активности клеток. 

Продукты биотрансформации пиридина опре-
деляли методом хромато-масс-спектрометрии. 
При использовании методики 1 (см. «Условия 
эксперимента») была подтверждена утилизация 

Рис. 4. Утилизация пиридина биопленками B. dolo-
sa БОС (1, 2) и A. pulmonis ПНОС (3, 4), выращен-
ными на базальтовых волокнах (1, 4) и активирован-
ном Карбопоне (2, 3).

Fig. 4. Utilization of pyridine by B. dolosa BOS (1, 2) 
and A. pulmonis PNOS (3, 4) biofilms grown on basalt 
fibers (1, 4) and activated Carbopon (2, 3).
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Рис. 5. Абиотический контроль (1) и адсорбция пиридина на базальтовых волокнах (2), активированном карбопо-
не (3), убитых клетках штамма A. pulmonis ПНОС (4) и штамма B. dolosa BOС (5) соответственно.

Fig. 5. Abiotic control (1) and pyridine adsorption on basalt fibers (2), activated Carbopone (3), killed cells of A. pulmonis 
PNOS (4) and B. dolosa BOS (5), respectively.

3,5
3,0
2,5

1,5
2,0

1,0
0,5

0
12108642

1
5
4

0
Сут

Ко
нц
ен
т
ра
ци
я 

 
пи
ри
ди
на
, г
/л

3,5
3,0
2,5

1,5
2,0

1,0
0,5

0
12108642

1

3

2

0
Сут

Ко
нц
ен
т
ра
ци
я 

 
пи
ри
ди
на
, г
/л

a b

Та бл и ц а  2
Характеристика бактериальных биопленок, утилизирующих пиридин
Characterization of bacterial biofilms utilizing pyridine

Штамм Носитель Масса биопленки, 
мг/г носителя КОЕ/г носителя КОЕ/г биопленки

A. pulmonis ПНОС Базальтовое волокно 13,6 (4,93 ± 0,35) ∙108 (3,63 ± 0,26) ∙1010

A. pulmonis ПНОС Активированный Карбопон 6,9 (3,60 ± 0,18) ∙109 (5,22 ± 0,26) ∙1011

B. dolosa БОС Базальтовое волокно 11,2 (1,47 ± 0,35) ∙109 (1,31 ± 0,31) ∙1011

B. dolosa БОС Активированный Карбопон 3,9 (2,16 ± 0,78) ∙1010 (1,00 ± 0,20) ∙1013
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Рис. 6. Микрофотографии биопленок A. pulmonis ПНОС (а, b) и B. dolosa БОС (c, d) на базальтовом волокне (а, c) и 
активированном карбопоне (b, d). Базальтовые волокна (e) и активированный карбопон (f) без биопленок. 

Fig. 6. Microphotographs of A. pulmonis PNOS (a, b) and B. dolosa BOS (c, d) biofilms on basalt fibers (a, c) and activated 
Carbopone (b, d). Basalt fiber (e) and activated Carbopone (f) without biofilms.
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 пиридина; время выхода пика составляло 3,15 и 
3,32 мин в зависимости от концентрации пириди-
на в среде (рис. 7). Вещество, имеющее время вы-
хода пика 2,94 мин, было идентифицировано как 
этиловый эфир пропановой кислоты. Концентра-
ция данного вещества возрастала по мере убыли 
пиридина в процессе культивирования штаммов. 
Брутто-формула этилового эфира пропановой 
кислоты (C5H10O2) по количеству атомов углерода 
соответствует пиридину (C5H5N). Можно предпо-
ложить, что выделение в среду культивирования 
этилового эфира пропановой кислоты связано с 
метаболизмом пиридина. Для анализа продуктов 
метаболизма использовали методику 2, описан-
ную в разделе «Условия эксперимента». На хро-
матограмме отсутствовали дополнительные пики, 
соответствующие другим продуктам метаболиз-
ма. Методика 3, использованная нами ранее для 
детекции никотинамида, не позволила обнару-
жить шестичленные гетероциклические соедине-
ния в среде.

В литературе имеются данные об утилизации 
пиридина бактериальными штаммами (табл. 3). 
Полная утилизация этого соединения штаммом 
Rhizobium sp. NJUST18 в растворе с начальной 
концентрацией не выше 1 г/л, достигалась за 102 ч 
[13]. Гранулы аэробного активного ила, в которых 
доминировали бактерии р. Acinetobacter, утили-
зировали 2,5 г/л пиридина в присутствии фено-
ла за 25–40 ч [26], Shewanella putrefaciens и Bacil-
lus sphaericus деградировали 0,5 г/л пиридина за 
140 ч полностью и за 150 ч на 75%, соответствен-
но [2]. Streptomyces sp. утилизировал 2 г/л пири-
дина за 8 дней (192 ч) [18], Paracoccus sp. – 0,9 г/л 
за 70 ч [6], Paracoccus versutus NJUST32 – 1 г/л 
за 36 ч [27], Lysinibacillus cresolivorans – 0,12 г/л 
за 55 ч [4], Rhodococcus sp. Chr-9 – 0,2 г/л в при-
сутствии фенола и Cr (VI) за 30 ч [15], Rhodococ-
cus wratislaviensis KM-P – 2,8 г/л пиридина за 26 ч 
[16]. Биомасса Pseudomonas  pseudoalcaligenes–
KPN, которой инокулировали реактор с актив-
ным илом, сконструированный по типу полно-
го смешения, утилизировала до 0,2 г/л пиридина 
[10]. Внесение биомассы Paracoccus denitrificans 
W12 в мембранный биореактор для очистки сточ-
ных вод фармацевтического предприятия способ-
ствовало снижению концентрации пиридина с 
0,25–0,5 г/л в инфлюенте до 10,2 мг/л в эффлю-
енте [28]. Пиридин в начальной концентрации 
0,2, 1,0, и 1,5 г/л был утилизирован полностью за 
4, 6 и 7 ч соответственно, тогда как в концентра-
ции 2,0 г/л не подвергался полной деградации при 
8-часовом цикле в реакторе периодического дей-
ствия, заполненном гранулами аэробного актив-
ного ила [29]. На основании анализа литератур-

ных данных, касающихся биодеградации пириди-
на, можно заключить, что высокие концентрации 
контаминанта (более 2,8 г/л) не рассматрива-
лись. В нашем исследовании впервые была изуче-
на биодеградация пиридина с участием штаммов 
A.  pulmonis ПНОС и B. dolosa БОС в растворах 
с экстремально высокими (по сравнению с лите-
ратурными данными) концентрациями компонен-
та. Было показано, что данные штаммы в процес-
се роста утилизируют пиридин как единственный 
источник углерода и азота. В среде культивирова-
ния отмечена убыль пиридина, начальная концен-
трация которого составляла 15,8 и 7,9 г/л. Опти-
мальной для роста изученных штаммов являлась 
концентрация 4,0 г/л.

В литературе имеются данные об утилизации 
пиридина в присутствии косубстрата – глюкозы 
(табл. 3). Paracoccus sp. KT-5 одновременно ути-
лизировал 900 мг/л пиридина и 100 мг/л глюко-
зы. Несмотря на то, что этот штамм был способен 
расти на пиридине как единственном источни-
ке углерода, добавление глюкозы способствова-
ло более активному росту и не подавляло дегра-
дацию пиридина [6]. Paracoccus sp. NJUST30 за 
48 ч полностью утилизировал 500 мг/л пириди-
на в присутствии 500 мг/л глюкозы, тогда как в 
среде без глюкозы этот процесс протекал за 52 ч. 
 Однако дальнейшее увеличение концентрации 
глюкозы до 1–2 г/л приводило к ингибированию 
деградации пиридина [8]. Такая же зависимость 
деградации пиридина от концентрации глюкозы 

Рис. 7. ГХ-МС определение пиридина и мета-
болитов в культуральной жидкости. Пик 3,15 и 
3,32 мин – пиридин, 2,94 мин – этиловый эфир про-
пановой кислоты.

Fig. 7. GC-MS determination of pyridine and metabo-
lites in the culture media. Peak 3,15 and 3,32 min - pyr-
idine, 2,94 min - ethyl ester of propanoic acid.
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наблюдалась при росте Rhizobium sp. NJUST18, 
что позволило авторам предположить, что низкие 
концентрации сахарида стимулировали рост бак-
терий, тогда как высокие (более 500 мг/л) инги-
бировали деградацию пиридина [14]. Деградация 
пиридина штаммом Paracoccus sp. BW001 уско-
рялась в присутствии глюкозы [5], которая не вли-
яла на деградацию пиридина штаммом Shinel-
la zoogloeoides BC026 [17]. Присутствие глюкозы 
в среде культивирования стимулировало одно-
временное восстановление Cr (VI) и деградацию 

пиридина штаммом Rhodococcus  sp. Chr-9 [15]. 
Было изучено влияние сахарозы на деградацию 
пиридина штаммом Streptomyces sp. HJ02. Пока-
зано, что дополнительный источник углерода ин-
гибировал утилизацию пиридина этим штаммом 
[18]. По нашим данным, A. pulmonis ПНОС с бо-
лее высокой скоростью утилизировал пиридин в 
присутствии 1 г/л глюкозы, чем в ее отсутствие, 
тогда как деградация пиридина штаммом B. dolo-
sa БОС в этих же условиях была подавлена. Сле-
довательно, влияние дополнительного  источника 

Та бл и ц а  3
Утилизация пиридина бактериальными штаммами в процессе культивирования
Utilization of pyridine by bacterial strains during cultivation

Биокатализатор Концентрация 
пиридина, г/л

Время 
деградации, ч / %

ОП600max /Cmax, 
мг/л 

Косубстрат или сопут-
ствующее токсичное 

вещество в среде куль-
тивирования, г/л

Ссылка

Аэробный активный ил с 
преобладанием Acineto-
bacter sp.

2,5 25–40/100 – фенол, 0,5 [26]

Аэробный активный ил 
в виде гранул, инокули-
рованный Rhizobium sp. 
NJUST18

0,2 4/100 – –

[29]1,0 6/100 – –
1,5 7/100 – –
2,0 8/95 – –

Bacillus sphaericus 0,5 150/75 1,2/– – [2]

Lysinibacillus cresolivorans
0,12 55/100 –/100 –

[4]0,03 27/100 – м-крезол, 0,64
0,09 45/100 – м-крезол, 0,6

Paracoccus sp. KT-5 0,9 61/100 0,85/– – [6]
0,9 61/100 0,9/– Глюкоза, 0,1

Paracoccus versutus 
NJUST32 1 36 – – [27]

Paracoccus sp. NJUST30 0,5 48/100 0,45/– Глюкоза, 0,5 [8]

Paracoccus sp. BW001 2,614 49,5/100 2.81/– – [5]0,463 13/100 1,51/– Глюкоза, не указано
Pseudomonas pseudoalca-
ligenes–KPN + активный ил 0,3 Непрерывный 

режим / 97,7 0,21/– – [10]

Rhodococcus sp. Chr-9
0,2 25/100 0,3/– –

[15]0,2 17–18/100 0,4/– Фенол, 0,1
0,2 12/100 1/– Cr (VI), 0,002+глюкоза, 5

Rhodococcus wratislaviensis 
KM-P 2,8 26/100 –/1200 – [16]

Rhizobium sp. NJUST18 1 102/100 –/491,7±17,6 – [13]

Rhizobium sp. NJUST18
2,6 240/100 –/964,9±43,5 –

[14]1 102/100 –/491,7±17.6 –
1 100/100 – Глюкоза, 0,5

Shewanella putrefaciens 0,5 140/100 1,4/– – [2]
Shinella zoogloeoides 
BC026

1,806 45,5/100 –/288 – [17]0,455 20/100 –/253 Глюкоза, не указано

Streptomyces sp. HJ02
0,25 168/36,7 – Сахароза, 5

[18]0,25 168/100 – –
2 192/100 – –
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углерода на деградацию пиридина зависит не 
только от концентрации глюкозы, но и от вида 
бактерий, что может быть связано с различием 
в экспрессии генов ферментов деградации этого 
токсичного вещества.

В литературе есть сведения об использовании 
иммобилизованных бактериальных клеток для био-
деградации пиридина (табл. 4). Адсорбированные 
на цеолите Pseudomonas sp. эффективно осущест-
вляли деградацию 250 мг/л пиридина [30]. При 
концентрации пиридина, превышающей 0,293 г/л, 
эффективность деградации штаммом Paracoccus 
sp. КТ-5 была значительно усилена путем иммо-
билизации клеток на активированном угле, полу-
ченном карбонизацией бамбука, при этом биомас-
са прикрепленных клеток увеличилась с 392 до 
430–500 мг/г носителя [7]. Так как бактериальные 
клетки утилизируют пиридин в процессе роста, 
адгезированные на носителях клетки начинают 
делиться, образуя биопленку, с чем может быть 
связана более высокая скорость деградации этого 
токсичного вещества. Выращенные биопленки пи-
ридин-деградирующих бактерий также были ис-
пользованы в реакторах различной модификации. 
Деградацию пиридина проводили в биореакторе 
с вращающимися нейлоновыми «веревками», на 
которых были выращены биопленки смешанной 
аэроб ной культуры бактерий с преобладающими в 
ней представителями вида Pseudomonas pseudoal-
caligenes. Эффективность очистки воды, содержа-
щей до 1 г/л пиридина, в реакторе составляла бо-
лее 85% при длительности работы реактора 13 не-
дель [12]. Биопленки P.  pseudoalcaligenes-KPN, 
выращенные на древесных опилках, очищали пи-
ридин-содержащий газ в биофильтрах с эффектив-
ностью более 99% при нагрузке 434 г пиридина на 
1 м3 в час [11].

Нами была изучена утилизация пиридина 
биопленками B. dolosa БОС и A. pulmonis ПНОС, 
выращенными на базальтовых и углеродных во-
локнах. Было показано, что наиболее высокая 
скорость деградации пиридина наблюдалась у 
биопленок A. pulmonis ПНОС на базальтовых во-
локнах, при этом утилизация пиридина (4 г/л) со-
ставила 92% за 24 ч. 

В литературе описаны различные схемы ме-
таболизма пиридина (рис. 8), ключевым момен-
том которого является разрыв кольцевой струк-
туры молекулы. Arthrobacter sp. KM-4 при росте 
на среде с пиридином продуцировал семиальде-
гид сукцината путем образования в качестве про-
межуточных продуктов гидроксипиридина, фура-
нона-2, 2,5-пирролдиона, диксидроксипиридина, 
бутиролактона и, предположительно, пиперидин-
диона [3]. Bacillus sp. разлагал пиридин до янтар-
ной кислоты, муравьиной кислоты и аммиака, No-
cardia sp. – до аммиака, углекислого газа и уксус-
ной кислоты [31]. При росте Shinella zoogloeoides 
BC026 на среде с пиридином расщепление кольца 
происходило между вторым углеродом и азотом с 
последующим дезаминированием до глутарово-
го диальдегида, за которым следовало последова-
тельное окисление до глутарового семиальдегида, 
глутарата и ацетил-КоА [17]. Таким же образом 
расщеплялась кольцевая молекула пиридина меж-
ду вторым углеродом и азотом при его деграда-
ции штаммом Paracoccus sp. BW001, и дальней-
шая трансформация азота пиридина шла по пути 
гетеротрофной нитрификации с одновременной 
аэробной денитрификацией [5]. Предполагается, 
что анаэробная биодеградация содержащих азот 
гетероциклических соединений, в том числе пи-
ридина, осуществляется в несколько этапов, ко-
торые включают раскрытие гетероциклического 

Та бл и ц а  4
Деградация пиридина иммобилизованными бактериальными клетками 
Pyridine degradation by immobilized bacterial cells

Биокатализатор Носитель
Концентрация пиридина, г/л (г/м3/ч*)/ 

время деградации, ч (время работы 
биофильтра, год*) / % деградации

Биомасса Ссылка

Смешанная культура 
Paracoccus sp. BW001 и 
Pseudomonas sp. BW003

Цеолит 0,25/14/98,7 – [30]

Paracoccus sp. КТ-5
Активный уголь, 

полученный карбо-
низацией бамбука

1,476/35/100 470–500 мг/г  [7]

Pseudomonas 
pseudoalcaligenes

Нейлоновые 
«веревки»

0,5/98 2∙108 КОЕ/г [12]1/84
Ps. pseudoalcaligenes-KPN Древесные опилки 434*/2*/99 9 ∙106 КОЕ/г [11]

*Газообразный пиридин (Pyridine gas)
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кольца и удаление аммония. В результате разрыва 
двойной связи между азотом и углеродом и при-
соединения протона и метильной группы образу-
ется 2-метилпиридин, после чего шестичленный 
цикл размыкается за счет разрыва связи N-C, про-
исходит удаление аммонийного азота и образова-
ние 1,3-гексена [32].

При культивировании A.  pulmonis ПНОС и 
B. dolosa БОС на среде с пиридином в среде куль-
тивирования детектируется алифатическое орга-
ническое соединение – этиловый эфир пропано-
вой кислоты. Этот факт наряду с тем, что пири-
дин был единственным источником углерода и 
энергии, свидетельствует о раскрытии кольцевой 
структуры молекулы.

Таким образом, в работе было показано, что 
выделенные штаммы A. pulmonis ПНОС и B. do-
losa БОС используют пиридин в качестве един-
ственного источника углерода и азота. Опти-
мальной концентрацией гидрохлорида пири-
дина для роста выделенных штаммов является 
4,0 г/л, убыль пиридина наблюдается при куль-
тивировании и при его высоких концентрациях 
(до 15,8 г/л). Наибольшая скорость утилизации 
пиридина, равная 1,8 г/(л сут), отмечена у биопле-
нок A. pulmonis ПНОС на базальтовых волокнах. 
Глюкоза, добавленная в среду культивирования в 
концентрации 1 г/л, ускоряет процесс деградации 
пиридина штаммом A. pulmonis ПНОС, но пода-
вляет его утилизацию штаммом B.  dolosa БОС. 
Биомасса этих штаммов может быть использова-
на для биоаугментации активного ила в очистных 
сооружениях нефтеперерабатывающих и коксо-

химических предприятий либо в виде биопленок 
в составе биофильтра, что обеспечит более эф-
фективную очистку стоков от этого соединения.
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Abstract–Bacterial strains capable of degradation of 0.8–15.8 g/l pyridine hydrochloride have been 
isolated from activated sludge of municipal biological treatment plants in Perm (BOS) and local 
treatment facilities of the LUKOIL-Permnefteorgsintez enterprise (PNOS). The strains were identified as 
Achromobacter pulmonis and Burkholderia dolosa. The optimal pyridine concentration for the growth 
of the isolated strains was 4.0 g/l. The pyridine degradation during the A. pulmonis PNOS and B. dolosa 
BOS cultivation on a medium with ammonium chloride and glucose and without additional nitrogen or 
carbon sources was studied. It was shown that the strains are able to accumulate biomass in a medium with 
pyridine as the sole carbon and nitrogen source; the addition of glucose to the medium (1 g/L) accelerated 
the pyridine degradation by A. pulmonis PNOS, but inhibited the process carried out by B. dolosa BOS. 
B. dolosa BOS and A. pulmonis PNOS biofilms efficiently utilized pyridine during growth on basalt and 
carbon fibers; the highest rate of pyridine utilization (1.8 g /(L day)) was observed in A. pulmonis PNOS 
biofilms on basalt fibers.
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