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Молочнокислые бактерии (МКБ) уже более
ста лет привлекают внимание исследователей.
Интерес многих ученых к МКБ связан c их влия�
нием на здоровье человека и способностью к кон�
сервированию пищевых продуктов. На взаимо�
связь между МКБ и здоровьем человека впервые
указал И.И. Мечников, предположив, что причи�
ной большого количества заболеваний является
отрицательное действие на ткани человеческого
организма разнообразных токсинов и метаболи�
тов, образуемых микроорганизмами, попадаю�
щими в организм человека. В поисках способов
борьбы с преждевременным старением он обна�
ружил свойство молочнокислых бактерий подав�
лять развитие вредных микробов, обитающих в
желудочно�кишечном тракте [1]. Этому факту
долгое время не придавали должного значения, и
лишь в 90�е годы прошлого столетия после ряда
успешных исследований ученые вновь вернулись
к идее И.И. Мечникова о значительной роли
МКБ в поддержании здоровья человека. Эти ис�
следования явились стимулом к изучению их ан�
тимикробных и пробиотических свойств.

Увеличение сроков хранения пищевых про�
дуктов интересовало человечество еще с древних
времен. Наиболее часто в качестве консервантов
использовали поваренную соль с добавлением в
ряде случаев уксусной кислоты. В последнее вре�
мя в пищевой промышленности активно исполь�
зуются химические консерванты и антибиотики,
обладающие бактерицидными и фунгицидными
свойствами. Однако такие консерванты вызыва�
ют опасения у потребителей вследствие их ток�

сичности и возможности подавления естествен�
ной микробиоты организма. Использование МКБ
и их метаболитов, обладающих антимикробными
свойствами, является одним из активно разраба�
тываемых альтернативных подходов к консерви�
рованию продуктов питания. Как известно, МКБ
тесно ассоциированы с пищевыми продуктами и
имеют “GRAS” (Generally Recognized As Safe) ста�
тус, что определяет их как абсолютно безопасные
для здоровья человека и животных. Основными
антимикробными веществами МКБ являются
органические кислоты, образуемые в процессе
сбраживания сахаров, что приводит к быстрому
закислению среды обитания и предотвращению
развития других групп микроорганизмов [2]. За
последние десятилетия появилось много данных
о продукции МКБ антимикробных веществ, от�
носящихся к разным классам органических со�
единений и обладающих способностью подавлять
развитие других микроорганизмов. Некоторые из
таких метаболитов, в частности бактериоцин и
низин, с успехом используют в промышленности
для увеличения сроков хранения продуктов пита�
ния. Но потребность пищевой промышленности
в новых антимикробных веществах постоянно
растет, поэтому выделение и описание веществ с
антимикробными свойствами, образуемых МКБ,
является перспективным и практически важным
направлением развития фундаментальных иссле�
дований. Свойства отдельных антимикробных
метаболитов МКБ, механизм их действия, а так�
же перспективы использования в качестве кон�
сервантов будут рассмотрены в данном обзоре.
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СТОЯНОВА и др.

Свойства молочнокислых бактерий. МКБ – это
грамположительные, не образующие спор (за ис�
ключением представителей рода Sporolactobacil'
lus), каталазоотрицательные бактерии, лишенные
цитохромов, аэро� и кислототолерантные, обра�
зующие молочную кислоту в качестве конечного
метаболита. В природе молочнокислые бактерии
приурочены к местообитаниям, богатым пита�
тельными веществами: молоко, мясо, овощи, не�
которые виды обитают на растениях, другие со�
ставляют нормальную микробиоту пищеваритель�
ного тракта человека и животных [3]. Исторически
бактерии, относящиеся к родам Lactococcus, Strep'
tococcus, Pediococcus, Leuconostoc и Lactobacillus,
формируют ядро этой группы [4].

Источником энергии для молочнокислых бак�
терий служит молочнокислое брожение. Известны
два основных пути превращения сахаров, исполь�
зуемых МКБ: гликолиз (путь Эмбдена–Мейерго�
фа–Парнаса) и 6�фосфоглюконат�фосфокетолаз�
ный путь (путь Варбурга–Хорекера) [5]. 

В результате гликолиза образуется до 98% молоч�
ной кислоты: С6Н12О6 → 2СН3СНОHСООН + Е.
Бактерии, входящие в эту группу, называются го�
моферментативными. К представителям, вызы�
вающим гомоферментативное молочнокислое
брожение, относятся следующие МКБ: Lactococ'
cus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, Strep'
tococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii bv. bul'
garicus, L. acidophilus, L. helveticus, L. casei, L. plan'
tarum.

Бактерии, использующие 6�фосфоглюконат�
фосфокетолазный путь, в процессе молочнокис�
лого брожения кроме молочной кислоты образу�
ются еще и значительные количества уксусной
кислоты, этилового спирта, углекислого газа и
иных побочных нейтральных продуктов (диаце�
тила, ацетоина), на что идет до 50% сбраживае�
мых гексоз. Этот тип брожения называется гете�
роферментативным: 

Процесс гетероферментативного молочнокис�
лого брожения более сложный по сравнению с го�
моферментативным типом. Представителями ге�
тероферментативных молочнокислых бактерий
являются некоторые палочковидные лактобацил�
лы (L. brevis, L. fermentum), подрод Streptobacteri'
um, из кокковых – Streptococcus acetoinicus, все ви�
ды рода Leuconostoc [5].

НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ 
АНТИМИКРОБНЫЕ МЕТАБОЛИТЫ МКБ 

Подробное исследование МКБ в течение по�
следних десятилетий выявило их способность об�
разовывать антимикробные вещества различной

C H O CH CHOHCOOH

+ CH CH OH или CH COOH)+CO E.
6 12 6 3

3 2 3 2(

→ +

+

природы [3]. Многие штаммы МКБ образуют
кроме молочной кислоты значительное количе�
ство неспецифических низкомолекулярных со�
единений, таких, как: органические кислоты, пе�
роксид водорода, диацетил, реутерин и др., кото�
рые и определяют спектр их антимикробного
действия. 

Органические кислоты. Как указано выше, ос�
новными конечными метаболитами, образуемы�
ми МКБ в процессе брожения, являются молоч�
ная и уксусная кислоты. Уксусная кислота обла�
дает более широким спектром антимикробного
действия по сравнению с молочной. В то же время
для обеих кислот известно синергидное действие:
смесь уксусной и молочной кислот задерживает
рост патогенных грамотрицательных энтеробак�
терий Salmonella typhimurium [5]. Отмечается, что
L�лактат обладает большей ингибиторной спо�
собностью по сравнению с D�изомером [6]. Раз�
личные микроорганизмы по�разному реагируют
на кислотность среды обитания, например при
рН ниже 5.0 молочная кислота ингибирует рост
спорообразующих бактерий, но не влияет на раз�
витие микроскопических грибов и дрожжей.

Пероксид водорода. В присутствии кислорода
МКБ также способны образовывать Н2О2 при
действии НАДН�оксидазы и супероксиддисмута�
зы. В отсутствии гема в среде МКБ не образуют ка�
талазу, что приводит к накоплению пероксида, эф�
фект которого может усиливаться в присутствии
лактопероксидазы и тиоцианата, имеющихся в
природных местообитаниях МКБ, например в
молоке [7]. Антимикробное действие пероксида
связано с сильным окислительным эффектом.
Вследствие накопления бактериями Lactococcus и
Lactobacillus перекисей наблюдали также ингиби�
рование развития золотистого стафилококка Sta'
phylococcus aureus и грамотрицательных Pseudomonas
spр., вызывающих порчу пищевых продуктов [6].

Пирролидон555карбоксильная кислота. Эта кис�
лота образуется лишь некоторыми видами МКБ,
такими, как Lactobacillus casei ssp. casei, L. casei ssp.
рseudoplantarum, и обладает бактерицидной ак�
тивностью в отношении Bacillus subtilis и Entero'
bacter clоacae [6].

Диацетил. Диацетил – ароматобразующий
компонент сливочного масла образуется в про�
цессе превращения цитрата через пируват. Мак�
симальное образование диацетила наблюдается
при слабокислом рН. Он активен, в основном,
против грамотрицательных бактерий, принадле�
жащих к родам Salmonella, Yersinia, Escherichia и
Aeromonas, а также грамположительных, относя�
щихся к роду Bacillus [8].

Реутерин (β5ОН5пропионовый альдегид). Это ве�
щество образуется в анаэробных условиях из глице�
рина бактериями Lactobacillus reuteri, L. brevis,
L. buchneri, L. collinoides и L. corniformis [9]. Реуте�
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рин проявляет антагонистическую активность по
отношению ко многим патогенным микроорга�
низмам, таким, как энтеробактерии (Salmonella,
Shigella), бактерии родов Clostridium, Staphylococ'
cus, Listeria, дрожжи рода Candida и простейшим
рода Trypanosoma. Широкий спектр действия обу�
словлен тем, что реутерин связывается с SH�груп�
пами ферментов, в том числе и с рибонуклеотид�
редуктазой [7]. 

ФУНГИЦИДНЫЕ ВЕЩЕСТВА 
МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ

Проявление фунгицидной активности являет�
ся нехарактерным физиологическим свойством
для МКБ. Многие штаммы микромицетов чув�
ствительны к молочной и уксусным кислотам,
выделяемым МКБ. Однако в последнее время по�
явилось ряд сообщений об образовании некото�
рыми штаммами МКБ специфических фунги�
цидных веществ. Наибольшее количество таких
штаммов было выделено с растений, хранивших�
ся в анаэробных условиях [9]. Известны следую�
щие типы фунгицидных веществ, образуемых
МКБ: дикетопиперазины или циклические ди�
пептиды (цикло�Гли�L�Лей), цикло�(L�Фен�L�
Про) и цикло�(L�Фен�транс�4�OH�L�Про), гид�
роксипроизводные жирных кислот (п�гидроксифе�
ниллактат), бензойная кислота, метилгидантоин,
мевалонолактон, пентоцин TV35b, реутерин.
Первые три типа веществ в литературе охаракте�
ризованы более полно [10].

Дикетопиперазины. Эти вещества долгое время
считали продуктами деградации белков. Меха�
низм их образования до сих пор полностью не вы�
яснен, однако установлено, что синтез происхо�
дит нерибосомальным путем с участием мульти�
функционального фермента. Дикетопиперазины
могут также образовываться из пептидов в усло�
виях щелочной или кислой среды. Дикетопипе�
разины, образуемые некоторыми штаммами
МКБ [11] приведены в табл. 1. Недавно из Lacto'
bacillus plantarum AF1 было выделено новое со�
единение с фунгицидным действием, идентифи�
цированное как 3,6�бис�(2�метилпропил)�2,5�
пиперазиндион. Это единственное сообщение о
фунгицидной активности МКБ, обусловленной
циклическим соединением (Leu�Leu), которое при�
надлежит к классу 2,5�дикетопиперазинов [12]. 

Гидроксипроизводные жирных кислот. Некото�
рые МКБ образуют 2�гидрокси�гексановую и 3�
гидрокси�гептадекановую кислоты, принадлежа�
щие к этому классу веществ. Штамм L. plantarum
MiLAB14 образует несколько гидроксилирован�
ных жирных кислот с сильным фунгицидным эф�
фектом: 3�гидроксидекановую кислоту, 3�гидрок�
сидодекановую кислоту, 3�гидрокситетрадекано�
вую и 3�гидрокси�5�цис�додекановую кислоты.
МКБ образуют гидроксипроизводные жирных
кислот из их ненасыщенных аналогов. Все опи�
санные ненасыщенные жирные кислоты прояв�
ляют антибиотическую активность в отношении
широкого круга дрожжей и плесневых грибов [9].
Из�за плохой растворимости в водных растворах
гидроксилированные жирные кислоты имеют об�

Таблица 1. Дикетопиперазины, синтезируемые молочнокислыми бактериями [11]

Дикетопиперазины Продуцент Структурная формула

Цикло (L�Фен�L�Про) Lactobacillus plantarum MiLAB 393,
L. coryniformis Si3

Цикло (L�Фен�транс�4�OH�L�Про) L. plantarum MiLAB 393,
L. coryniformis Si3

Цикло(L�Фен�цис�4�OH�D�Про) Pediococcus pentosaceus MiLAB 170,
L. plantarum MiLAB 14
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щий ингибиторный эффект в диапазоне от 10 до
100 мг/мл. 

35фениллактат. Вещество является одним из
метаболитов обмена фенилаланина и может обра�
зовываться в клетках МКБ из п�гидроксифенил�
пирувата. Этот конечный метаболит проявляет
антибиотическую активность в отношении грам�
положительных и грамотрицательных бактерий, а
также действует на широкий круг микроскопиче�
ских грибов [13]. Согласно литературным дан�
ным, L. plantarum обладает способностью образо�
вывать несколько сходных веществ: фениллактат,
4�гидрокси�фениллактат, а также 3�гидрокси�фе�
ниллактат, в то время как L. coryniformis, L. sakei и
Pediococcus pentosaceus образуют только фенил�
лактат [14]. Фениллактат, кроме лактобацилл, об�
разуют и пропионовокислые бактерии. На рис. 1
представлена его структурная формула.

В литературе имеются единичные сведения о
мезофильных лактококках, обладающих фунги�
цидной активностью. В частности, из молочно�
кислых продуктов был выделен штамм Lactococ'
cus lactis L14, ингибирующий рост Candida albicans
DMST 5239. Активность этого штамма была ста�
бильной в диапазоне рН 2.0–4.0 и сохранялась да�
же после автоклавирования [15]. Рой с соавт. [16]
выделил из культуры L. lactis фунгицидный ком�
понент пептидной природы. Помимо этого было
описано ингибирование роста и продукция афла�
токсина грибами Aspergillus flavus при совместном
культивировании последних с лактококками. Ак�
тивным компонентом в данном случае был низ�
комолекулярный фосфогликолипид с молекуляр�
ной массой меньше 500 Да, содержащий аромати�
ческое кольцо [7]. За ингибирование продукции
афлатоксина отвечало термостабильное низко�
молекулярное вещество, теряющее активность
при длительном хранении [17]. 

На кафедре микробиологии МГУ из молочно�
кислых продуктов были выделены штаммы лак�
тококков, которые обладали широким спектром
антибиотического действия, включая и фунги�
цидное. Эти штаммы ингибировали развитие
плесеней, принадлежащих к родам Aspergillus,
Fusarium и дрожжей родов Candida, Rhodotorula.
Среди них были природные штаммы Lactococcus
lactis subsp. lactis, выделенные из свежего коровье�
го молока и кисломолочных продуктов, а также
полученные методом клеточной инженерии [18,
19]. Штаммы лактококков, идентифицирован�

ные как Lactococcus lactis subsp. lactis, синтезиро�
вали вещества, относящиеся к алкилароматиче�
ским кетонам, которые и определяли их фунгицид�
ную активность [20], что указывает на перспективу
применения этих лактококков для предотвраще�
ния порчи овощей и фруктов из�за обсемененно�
сти их плесневыми грибами и дрожжами [21–23].

БАКТЕРИОЦИНЫ МОЛОЧНОКИСЛЫХ 
БАКТЕРИЙ, КЛАССИФИКАЦИЯ, 

СВОЙСТВА

Бактериоцины – это гетерогенные антибакте�
риальные пептиды, разнообразные по уровню ак�
тивности, спектру и механизму действия, молеку�
лярной массе и физико�химическим свойствам.
Известно, что многие микроорганизмы способны
к синтезу бактериоцинов. Но бактериоцины
МКБ представляют наибольший интерес с точки
зрения применения их в качестве новых консер�
вантов. Исследования в области изучения бакте�
риоцинов у молочнокислых бактерий начались в
1930�х годах прошлого столетия с работы по ни�
зину, продуцентом которого были лактококки
L. lactis subsp. lactis [24]. К настоящему времени
изучено и полностью охарактеризовано большое
количество бактериоцинов, синтезируемых как
грамположительными, так и грамотрицательны�
ми бактериями. Продуцирующие бактериоцин
МКБ включают представителей разных родов:
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus
и Streptococcus. Синтез бактериоцинов штаммо�
специфичен. Наибольшее количество бактерио�
цинобразующих бактерий было выделено из мо�
лочных и мясных ферментированных продуктов,
силоса, но ряд штаммов (Enterococcus durans, Lac'
tobacillus animalis, Leuconostoc sp.) были выделены
из почвенных образцов [25]. Имеются сведения,
что штаммы L. lactis subsp. lactis, продуцирующие
низин, были выделены из женского молока [26].
Бактериоцины отличаются от классических анти�
биотиков тремя основными свойствами: синтез
бактериоцинов происходит на рибосомах, бакте�
риоцины обладают специфическим спектром дей�
ствия, каждый бактериоцин имеет свой собствен�
ный специализированный иммунный белок [27].

Бактериоцины МКБ по химическому строе�
нию разделяются на несколько классов.

Класс I – лантибиотики, представляющие со�
бой пептиды с модифицированными аминокис�
лотами (лантионин, β�метиллантионин). К этому
классу принадлежат два типа лантибиотиков:

1. тип А – линейные, гибкие пептиды, форми�
рующие поры в бактериальной мембране, напри�
мер низины [28];

2. тип В – жесткие, глобулярные, не несущие
заряд или заряженные отрицательно пептиды. К

O

OHHO H

Рис. 1. Cтруктура 3�фениллактата [14].
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лантибиотикам типа В принадлежат мерсацидин,
актагардин и цинамицин [29, 30].

Класс II – пептиды, не содержащие модифи�
цированных аминокислот, которые в свою оче�
редь подразделяются на три основные группы:

1. подкласс IIa – пептиды, имеющие специфи�
ческую консервативную N�концевую последова�
тельность Тир�Гли�Асн�Гли�Вал�Xак�Цис, как
правило, термостабильные, содержащие от 37 (у
лейкоцина А и мезентерицина Y105) до 48 амино�
кислот, например у карнобактериоцина В2 и эн�
тероцина SE�K4 [31], отличающиеся высокой ак�
тивностью по отношению к патогенным бактери�
ям рода Listeria, часто встречающимся в пищевом
сырье; 

2. подкласс IIb – дипептидные бактериоцины,
имеющие в лидерном пептиде двойной глицино�
вый мотив (лактококцин G, плантарицин E/F,
лактацин F, термофилин 13);

3. подкласс IIс – циклические бактериоцины с
ковалентно замкнутым С� и N�концами [32].

Класс III – крупные (с молекулярной массой
более 30 кДа) нелантибиотиковые, термолабильные
белки, такие, как гельветицин J и лактацин B [33]. 

Класс IV – сложные бактериоцины, содержа�
щие как белковые, так и липидные или углевод�
ные компоненты [34]. Сведения по этому классу
бактериоцинов малочислены и разноречивы.

Один вид МКБ и даже штамм может образовы�
вать бактериоцины разных классов. Например,
Lactococcus lactis subsp. lactis является продуцен�
том таких лантибиотиков, как: низины A, B, C, L,
Z, Q, F [35], лактицин 481 и дипептидный ланти�
биотик лактицин 3147 [36]. Из бактериоцинов
второго класса лактококки образуют лактокок�
цин 972 [37], лактицин QU 5 [38]. Недавно был

обнаружен бактериоцин, имеющий циклическую
структуру – лактоциклин Q, образуемый Lacto'
coccus sp. QU 12 [39].

Как показало сравнительное изучение штам�
мов, проведенное на кафедре микробиологии
МГУ, синтез бактериоцинов штаммоспецифичен
[20]. Среди изученных штаммов были природные
штаммы 194 и 119х, классический низинобразую�
щий штамм МГУ, полученный в результате адап�
тивной селекции по низину, рекомбинантный
штамм F�116, полученный методом слияния про�
топластов двух родственных штаммов 729 и 1605.
Штамм 729 – природный штамм, выделенный из
молока, штамм 1605 – мутант, полученный в ре�
зультате индуцированного мутагенеза. 

Бактериоцины, синтезируемые штаммами 119х
и МГУ, по физико�химическим свойствам не от�
личались от низина (рис. 1), в то время как из ги�
бридного штамма F�116 был выделен антибиоти�
ческий комплекс, представляющий собой слож�
ную смесь биологически активных компонентов,
состоящих из трех отдельных фракций с разными
физико�химическими и биологическими свой�
ствами (табл. 2). Основной фракцией антибиоти�
ческого комплекса являлась пептидная фракция,
активная в отношении только грамположитель�
ных бактерий, включая споровую кислотоустой�
чивую бактерию B. сoagulans, доминирующую в
консервах и пресервах. Эта фракция была поли�
пептидом, распадающимся в кислой среде на две
субъединицы с молекулярными массами 3353 и
3376 Да. По химической структуре и антибиоти�
ческому действию фракция близка к низину. Из
другой фракции получен хроматографически чи�
стый фунгицидный компонент с молекулярной
массой 506.9 Да, который на основании ИК�спек�
тра был отнесен к группе алкилароматических ке�

Таблица 2. Физико�химические и биологические свойства компонентов бактериоцинподобного комплекса, об�
разуемого гибридным штаммом Lactococcus lactis subsp. lactis F�116 [20]

Свойства
Компонент

ЛГС�В ЛГС�С ЛГС�Н1* ЛГС�Н* Низин А

Мол. масса, (M + H)+, m/z, (MALDI�MS) 506.9 – 3161.6 3353 3353**

УФ�спектр, λmax, нм, (растворитель) 260 (С2Н5ОН) 215; 274 (С2Н5ОН) 215 (Н2О) 215 (Н2О) 215 (Н2О)

ТСХ (SiO2), Rf в системе: 
метанол–Н2О (96 : 4)

0.75 0.43 0 0 0

Электрофорез на бумаге** в электролите: 
1) Е1, рН = 2.4, 550 В, 2 ч, см

0 0 11 9.5 9.5

2) Е2, рН = 1.1, 250 В, 3 ч, см 0 0 4.3 3.3 3.3

Биологический спектр действия Бактерии
и грибы

Слабое действие
 на Грам+ бактерии

На Грам+  бактерии, включая 
термостойкую B. coagulans

* Фракции ЛГС�Н получены методом препаративного электрофореза на бумаге в электролите Е1 (550 В, 2.5 ч). Проявляли
реактивом Паули и биоавтографией с использованием тест�организмов B. subtilis и B. coagulans.
** Расстояние, пройденное веществом от стартовой линии к катоду, в см: “0 см” (на линии старта) – электронейтральное ве�
щество; “3.3–11 см” ( миграция к катоду) – вещество оснóвного характера.



264

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 48  № 3  2012

СТОЯНОВА и др.

тонов, содержащих также гидроксильные группы
(рис. 2, табл. 2). Третья фракция – минорная, био�
логическая активность ее была незначительной.
Физико�химические и биологические свойства
выделенных компонентов антибиотического ком�
плекса, образуемого штаммом F�116, представле�
ны в табл. 2. Анализ этих данных с помощью ком�
пьютерной базы данных биологически активных
веществ программы BNPD [40] позволил заклю�
чить, что компоненты основной пептидной
фракции (ЛГС�Н и ЛГС�Н1) являются низинами,
причем ЛГС�Н с молекулярной массой 3353 Да
абсолютно идентична низину А, два других ком�
понента, включая фунгицидный, в литературе не
описаны и являются новыми природными биоло�
гически активными веществами [41].

Лантибиотики. Лантибиотики (лантионинсо�
держащие пептиды) – полициклические молеку�
лы, образующиеся в результате посттрансляци�
онных модификаций белков�предшественников

и содержащие модифицированные аминокисло�
ты [42]. В их молекулах имеются сульфгидриль�
ные кольца, образованные серосодержащими
аминокислотами. Лантибиотики, продуцируемые
МКБ, различаются по числу тиоэфирных связей
(от 2 до 5) и молекулярным массам (табл. 3) [43].

Низин – наиболее изученный лантибиотик.
Он эффективен против многих штаммов грампо�
ложительных бактерий, включая стафилококки,
стрептококки, бациллы, клостридии и в меньшей
степени против микобактерий [44]. Низин при
концентрации 0.3 мг/мл способен тормозить про�
растание спор бактерий, относящихся к родам
Bacillus и Clostridium, в той же степени, что и тер�
мическая обработка [8]. Установлено, что низин
взаимодействует с сульфгидрильными группами
в мембране споры, тем самым препятствуя ее про�
растанию [45, 46].

Дипептидные лантибиотики не выделены в от�
дельный класс бактериоцинов. Из них наиболее
изучены плантарицин W, синтезируемый Lactoba'
cillus plantarum, и лактицин 3147, продуцируемый
Lactococcus lactis. Двухкомпонентный лантибио�
тик лактицин 3147 обладает относительно широ�
ким спектром действия. Он активен против мети�
циллинустойчивых штаммов Staphylococcus aureus,
устойчивых к ванкомицину штаммов Enterococcus
faecalis, устойчивых к пенициллину Pneumococcus,
а также Propionibacterium acnes, Streptococcus mutans
и пищевых патогенов: Listeria monocytogenes, Sta'
phylococcus aureus и Bacillus cereus [36]. Лактицин
3147 при концентрации 20000 МЕ/мл полностью
подавлял популяцию патогенов численностью
более 104 кл. за 2 ч [47]. Оба пептида лактицина
3147, как и плантарицина W обладают бактери�
цидной активность, но наибольшая активность
наблюдалась при совместном действии этих пеп�
тидов в отношении 1 : 1. Плантарицин W содер�
жит немодифицированные остатки аминокислот
цистеина и серина, что является единственным
примером среди лантибиотиков. Некоторые ав�
торы предлагают выделить эти два бактериоцина
в отдельное семейство [48]. Способность синтези�
ровать двухкомпонентные бактериоцины, напри�
мер саливарицин Р, имеется у многих генетически
различных штаммов Lactobacillus salivarius, выде�
ленных из кишечника человека. Бактерии L. sali'
varius включаются в состав пробиотических
средств, так как саливарицин Р способствует сни�
жению количества бактерий семейства Enterobacte'
riaceae, не оказывая эффекта на общую числен�
ность лактобацилл в кишечнике [49].

Биосинтез и формирование зрелых молекул лан'
тибиотиков. Лантибиотики синтезируются на
рибосомах в виде пептидов–предшественников и
подвергаются интенсивной пострансляционной
модификации [50]. Синтез лантибиотиков можно
разделить на несколько основных этапов [51]:

729 1605 194 F�119 Штамм МГУ Nis

Рис. 2. Тонкослойная хроматография бактериоцин�
подобных комплексов, продуцируемых гибридным
штаммом Lactococcus lactis subsp. lactis F�119 и его ро�
дителями в сравнении с низином, низинобразующим
штаммом МГУ и природным штаммом 194 [20] в си�
стеме метанол–вода (96 : 4); биоавтография на пла�
стинках “Silufol”, тест�организм – B. coagulans. 

Таблица 3. Характеристика некоторых лантибиоти�
ков, продуцируемых МКБ [43]

Лантибиотик Молекуляр�
ная масса, Da

Число 
тиоэфиров Продуцент

Низин А 3353 5 Lactococcus 
lactis

Низин Z 3330 5 L. lactis

Лактицин 481 2901 3 L. lactis

Лактоцин S 2764 3 Lactobacillus 
sake

Карноцин 
И149

4635 2–3 L. pisicola
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1) рибосомальный синтез; 2) дегидратация се�
рина и треонина с образованием 2,3�дегидро�
аланина и (Z)�2,3�дегидробутирина соответ�
ственно; 3) стереоселективное присоединение
цистеина к дегидроаланину и дегидробутирину с
образованием тиоэфирных колец лантионина
(Лан) и β�метиллантионина (МетЛан) соответ�
ственно; 4) экспорт полностью модифицирован�
ного предшественника с помощью АВС�транс�
портера; 5) протеолитическое отщепление лидер�
ного пептида [52]. 

На рис. 3 представлена схема биосинтеза низи�
на [53]. Фермент NisA связывает N�конец, кото�
рый называют лидерным пептидом. NisB и NisC
катализируют формирование лактама: NisB явля�
ется дегидратазой, действующей на серин и трео�
нин, NisC – циклаза, формирующая все тиоэфир�
ные кольца [54, 55]. Лантиониновые мостики,
формирующие кольцевые структуры, служат в ка�
честве стабилизаторов конформации, важной для
биологической активности и устойчивости лан�
тибиотиков к протеазам. Удаление лидерного
пептида из препептида катализируется фермен�
том NisР и является последней стадией процес�
синга [56]. Лидерный пептид имеет консерватив�
ную последовательность из 24–30 аминокислот�
ных остатков и необходим для специфической
доставки молекулы�предшественника, а также
предотвращения активации внутри клетки [42].

В процессе созревания лактицина 481 фермент
LctM катализирует обе реакции модификации
препептида: дегидратацию серина и треонина и
образование трех тиоэфирных циклов. Лидерный
пептид отщепляется N�концевым доменом LctТ
(АВС�транспортера), который и экскретирует
зрелый продукт. Конверсия препептидов ланти�
биотиков в зрелые молекулы требует энергии
АТФ и Mg2+ [57].

Гены биосинтеза лантибиотиков организова�
ны в кластеры. Помимо структурных генов пеп�
тидов имеются дополнительные гены, важные
для проявления активности бактериоцинов. Эти
гены кодируют [51]: 

1) ферменты, которые включены в ряд моди�
фикаций: LanC катализирует дегидратацию сери�
на и треонина, а LanB ответственен за формиро�
вание тиоэфирных связей между дегидратирован�
ными аминокислотами и цистеином; 

2) белки для выделения препептида из клетки –
LanT; 

3) иммунные белки, включенные в самозащи�
ту – LanI; 

4) сериновую протеазу LanР, которая удаляет
лидирующую последовательность при выделении
лантибиотика; 

5) другие регулирующие белки.

Синтез молекул лантибиотиков обеспечивает�
ся структурным геном lan. Во многих случаях lanА
является первым геном в опероне и кодирует мо�
лекулу�предшественник [42]. Гены, ответствен�
ные за модификацию (lanB, lanC, lanM, lanD и
lanJ), процессинг (lanP и lanT), транспорт (lanT),
иммунитет (lanI, lanEFG и lanH) и регуляцию
(lanR, lanK, lanQ и lanX), локализованы рядом со
структурным геном. Участвующие в синтезе и ре�
гуляции бактериоцинов кластеры могут распола�
гаться как на хромосоме, так и на плазмидах. Как
правило, гены сенсорных и регуляторных белков
транскрибируются совместно. В локусах, связан�
ных с синтезом лантибиотиков, как правило, ген
сенсорного белка следует за регуляторными гена�
ми. На рис. 4 приведены генные кластеры низина
и лактицина 481 [51].

Транскрипция структурного гена nisA непо�
средственно регулируется секретируемой и пол�
ностью модифицированной молекулой низина
посредством передачи сигнала двухкомпонент�
ной регуляторной системой [58]. В данном случае
низин является феромоном с антимикробными
свойствами [59]. Инициация с промотера гена
nisA связана с продуктами генов nisR, кодирую�
щих ответный регулятор и ген nisK – гистидин�
киназу [60]. Концентрация низина, требуемая для
индукции, менее 14 нг/мл. На первом этапе ги�
стидин�киназа NisК реагирует на присутствие
молекул низина в среде и автофосфорилируется в
цитозоле. Затем фосфатная группа переносится
на NisR, который является белком�активатором
транскрипции в синтезе низина. На третьем этапе
предшественник модифицируется с помощью
ферментов NisB и NisC, после чего транслоцирует�
ся через мембрану АВС�транспортером NisТ. Ли�
дерный пептид отщепляется протеазой NisР [53]. 

Продукция лактицина 481 некоторыми штам�
мами L. lactis регулируется внеклеточным рН.
Подкисление среды молочной кислотой стиму�
лирует экспрессию с обоих промотеров [42].

Механизм действия лантибиотиков. Бактерио�
цины молочнокислых бактерий, являясь катио�
нами, действуют на мембраны клеток�мишеней,
приводя к образованию пор и рассеиванию
трансмембранного градиента ионов [61]. Ланти�
биотики не нуждаются в специфическом белко�
вом рецепторе, так как они связываются в местах
синтеза клеточной стенки с липидом II [ундека�
принил�пирофосфорил�MurNAc�(пентапептид)�
GlcNAc] – веществом, участвующем в синтезе
пептидогликана. Липид II – высоко динамичная
молекула, присутствующая у всех бактерий и осу�
ществляющая транспорт субъединиц клеточной
стенки через цитоплазматическую мембрану [62].
Он представляет собой бактопренолсвязанный
предшественник клеточной стенки и состоит из
пептидогликановой головки �N�ацетилмурамово�
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го пентапептида (MurNAc), глютамин N�ацетил�
глюкозоамина (GlcNAc), основного строительно�
го блока клеточной стенки, и пирофосфат(PP)�ун�

декапренильного хвоста, функционирующего как
переносчик пептидогликана из цитоплазмы. Ли�
пид II составлен из 11 полиизопреновых остат�
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Рис. 3. Схематическое представление биосинтеза низина [53]. NisB – дегидратаза, действующая на серин и треонин;
NisC – циклаза, формирующая тиоэфирные кольца; LanТ – фермент, осуществляющий экспорт полностью модифи�
цированного предшественника; LanР – фермент, ответственный за удаление лидерного пептида от препептида.
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ков, в котором пирофосфат MurNAc�пентапеп�
тид связан с GlcN (глютамин N�ацетилглюкозо�
амин), синтезируется внутри клетки на
цитоплазматичесокой мембране через липид I,
который представляет собой комплекс УДФ�
MurNAc�пентапептид�GlcNAc с ундeкапринол�
фосфатом. Впоследствии липид II проходит к
внешней стороне мембраны, а два аминосахара
прикрепляются к клеточной стенке. Процесс мо�
жет повторятся, ундекaпринолпирофосфат мо�
жет транспортироваться назад к внешней стороне
мембраны через этап дифосфорилирования ун�
декaпринолпирофосфата и цикл может начаться
снова.

Наиболее полно механизм действия лантибио�
тиков изучен для низина. Имеется два фактора,
играющих важную роль при взаимодействии ни�
зина с мембраной чувствительных клеток: это
наличие отрицательно заряженных липидов в
мембране и мембранный потенциал [63, 64], а
также толщина клеточной стенки и доступность
липида II [65]. 

На клетку�мишень низин оказывает двойное
действие. При связывании с липидом II он бло�
кирует синтез клеточной стенки, а в некоторых
случаях может использовать липид II для закреп�
ления в мембране и инициирования образования
пор. При высокой концентрации низина поры
могут формироваться в отсутствие липида II. В
этом случае максимальная активность низина на�
блюдалась при 50–60%�ном содержании отрица�
тельно заряженных липидов в мембране [66]. 

На рис. 5 представлена предполагаемая модель
действия низина. На начальном этапе низин свя�
зывается с пирофосфатом липида II [66–68]. За�
тем С�конец молекулы переносится через мем�
брану и оказывается на ее внутренней стороне. На
этом этапе наиболее важным является подвиж�
ность между кластерами А, В, С и D, E в молекуле
низина. Взаимодействие с липидом II стабилизи�
рует трансмембранную ориентацию пептида, в ре�
зультате чего формируются стабильные поры диа�

метром 2 нм [69]. В образовании одной поры участ�
вуют 8 молекул низина и 4 молекулы липида II
[69, 70]. 

Разная чувствительность бактерий к низину
является следствием различной концентрации
липида II в мембране. Известно, что у Е. coli со�
держание этой молекулы существенно ниже (2 ×

× 103 молекул на клетку), в то время как у Micro'
coccus flavus – 1 × 105. В целом, бактериоцины
I класса используют липид II в качестве связую�
щего звена для специфического мембранного
прикрепления [71].

Лантибиотики со схожей структурой А и В ко�
лец имеют липид II�зависимый механизм дей�
ствия [62]. В частности, мерсацидин и актагардин
(лантибиотики типа В) также формируют ком�
плекс с липидом II, но связывание блокирует
только включение липида II в пептидогликан,
что приводит к медленному лизису клетки [72].
Предполагают, что мерсацидин блокирует син�
тез пептидогликана на уровне трансгликозили�
рования, но в этом случае поры в мембране не
образуются [42].

Микроорганизмы–продуценты бактериоцинов
имеют систему защиты от своих собственных про�
дуктов с помощью экспрессии генов иммунных
белков. Чувствительность продуцента варьирует
и зависит от уровня продукции бактериоцина
[73]. Иммунные белки проявляют значительную
вариабельность: у практически одинаковых бак�
териоцинов могут быть абсолютно разные им�
мунные белки. Для низина известен NisI – белок
с липопротеиновой сигнальной последователь�
ностью, кодируемый геном nisI в опероне био�
синтеза низина. Белок NisI прикрепляется к
внешней поверхности мембраны клетки�проду�
цента, где связывает низин, уменьшая его локаль�
ную концентрацию [42]. 

Свойства и биосинтез бактериоцинов II класса.
Ко второму классу бактериоцинов относятся не�
модифицированные пептиды, которые подразде�
ляются на три подкласса. К подклассу IIa отно�

Рис. 4. Генные кластеры низина и лактицина [51] nisA, lctA – структурные гены низина и лактицина, соответсвенно;
nisB, nisC – гены, ответственные за модификацию молекул низина; nisP, nisT – гены, ответственные за процессинг и
транспорт низина; nisI, nisEFG – гены, ответственные за иммунитет к низину клеток�продуцентов; nisR, nisK – гены,
участвующие в регуляции образования. Гены лактицина с идентичными функциями обозначены одинаково. 

nisA nisB nisT nisC nisI nisP nisR nisK nisF nisE nisG

lctA lctM lctT lctF lctE lctG
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сятся педиоцинподобные бактериоцины, в IIb
подкласс входят дипептидные бактериоцины, а
подкласс IIc включает в себя бактериоцины, име�
ющие циклическое строение. В табл. 4 приведены
основные бактериоцины IIa и IIb подклассов и их
продуценты. Эти бактериоцины различаются по
молекулярным массам [74–99].

Многие из этих пептидов стабильны при низ�
ких значениях рН и ингибируют рост грамположи�
тельных бактерий, вызывающих порчу пищевых
продуктов, таких, как: Bacillus cereus, Clostridium
perfringens, Staphylococcus aureus, Listeria monocyto'
genes. Так, например, лактицин Q, образуемый
штаммом L. lactis subp. lactis QU 5, по спектру ан�
тимикробного действия подобен низину А, но от�
личается стабильностью в щелочных условиях [38]
и большей эффективностью в отношении многих
грамположительных бактерий, в то время как
лактококцины А, Q и лактококцин 972 ингибиру�

ют рост только некоторых штаммов лактококков
[100].

Все бактериоцины IIa подкласса являются ка�
тионными пептидами, состоящими из двух струк�
турных единиц: высоко консервативного N�конца
с характерной последовательностью Тир�Гли�Асп�
Гли�Вал и менее консервативного С�концевого до�
мена [101]. N�конец образует три антипараллель�
ных β�слоя, поддерживаемых дисульфидными
мостиками, С�конец формирует одну или две ам�
фифильных α�спирали. Положительно заряжен�
ные аминокислоты, необходимые для взаимодей�
ствия с мембраной, у бактериоцинов второго
класса локализованы, главным образом, на гид�
рофильном N�конце. С�конец бактериоцина
участвует в определении его специфичности и
внедрении в мембрану, а гидрофильные β�склад�
ки N�конца прикрепляются к поверхности мем�
браны [31].
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Структурные гены многих бактериоцинов, не
содержащих лантионина, расположены на плаз�
мидах, за исключением диверцина V41[102], сака�
цина Р и карнобактериоцина В2 [103]. В некото�
рых случаях одна плазмида может нести гены
синтеза нескольких бактериоцинов как, напри�
мер, плазмида р9В4�6, кодирующая лактококци�
ны А, В и М и соответствующие иммунные белки.
В противоположность этому, разные отдельные
плазмиды, находящиеся в разных штаммах, могут
кодировать один бактериоцин. Например, для
лактококцинa А имеются три различные плазми�
ды у двух подвидов L. lactis subsp. lactis. Гены
обычно организованы в один или несколько опе�

ронов. В педиоцине РА�1, плантарицине 423 все
4 гена, необходимые для биосинтеза, локализова�
ны в одном опероне. В других случаях гены рас�
пределены по нескольким оперонам, где один
оперон несет структурные гены и гены иммунно�
сти, второй – гены секреции, третий – регуляции
биосинтеза [31].

Бактериоцины IIa подкласса синтезируются в
виде предшественников с сигнальной последова�
тельностью. Молекулы препептидов идентичны у
сакацина А и курвацина А, лантибиотика лакти�
цина 481 и лактококцина DR, сакацина 674 и сака�
цина Р. Предполагают, что препептид направляет
полипептид в sec�зависимый путь экскреции, ко�

 
Таблица 4. Бактериоцины II класса и их продуценты

Бактериоцины IIa подкласса 

Бактериоцин Продуцент Молекулярная масса, Da Ссылка

Сакацин A Lactobacillus sakei Lb 706 4300 [74]

Сакацин 674 L. sake Lb764 4437 [75]

Лактицин Q Lactococcus lactis QU 5 5926 [38]

Лактококцин А L. lactis subsp. cremoris LMG 2130 5778 [76]

Лактококцин 972 L. lactis subsp. lactis IPLA 972 7500 [77]

Лактококцин DR L. lactis subsp. lactis ADRIA 85L030 3400 [78]

Карнобактериоцин А Carnobacterium piscicola LV17A 5052 [79]

Карнобактериоцин В2 C. piscicola LV17 4969 [80]

Курвацин А Lactobacillus curvatus LTH1174 4309 [81]

Диверцин V41 Carnobacterium divergens 4509 [82]

Дивергицин М35 C. divergens M35 4518 [83]

Лактококцин ММFII L. lactis MMFII 4144 [84]

Лейкоцин А Leuconostoc gelidum UAL 187 3930 [85]

Мезентерицин Y105 L. mesenteroidesY105 3446 [86]

Плантарицин 423 Lactobacillus plantarum 423 3500 [87]

Педиоцин РА�1 Pediococcus acidilactici PAC 1.0 4629 [88]

Педиоцин АсН P. acidilactici AcH 4628 [89]

Сакацин G Lactobacillus sake 2512 3834 [90]

Бактериоцины IIb подкласса

Лактококцин G L. lactis LMGT2081 4346; 4110 [91]

Лактококцин MN L. lactis 9B4 4325; 4377 [51]

Лактококцин Q L. lactis QU 4 4260; 4018 [92]

Плантарицин E/F Lactobacillus plantarum C11 2687; 2758 [93]

Плантарицин J/K L. plantarum C11 2921; 3508 [94]

Плантарицин NC8 L. plantarum NC8 3587; 4000 [95]

Лактацин F Lactobacillus johnsonii VPI11088 2500; – [96]

Лактоцин 705 Lactobacillus casei CRL 705 3357; – [97]

Термофилин 13 Streptococcus thermophilus Sfi13 5776; 3910 [98]

Лейкоцин Н Leuconostoc MF215B –* [99]

* Молекулярная масса не определена из�за непостоянства аминокислотного состава пептида.
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торый включает также стабилизацию препептида в
процессе трансляции, сохранение молекулы в не�
активном состоянии и участие в транслокации
[51]. Бактериоцины I и II класса секретируются с
помощью АВС�транспортера [34]. 

Сравнительно недавно были идентифициро�
ваны дипептидные бактериоцины IIb подкласса.
Свойства генетически и биохимически охаракте�
ризованных бактериоцинов этого подкласса
представлены в табл. 4.

Бактериоцины IIb подкласса имеют много об�
щих черт с бактериоцинами IIa подкласса. В част�
ности, они тоже являются катионами и имеют
гидрофобную или амфифильную область в моле�
куле. Как правило, оба пептида действуют синер�
гидно. Однако отдельные пептиды лактацина F и
плантарицина E/F и J/K могут проявлять анти�
микробную активность, но в гораздо меньшей
степени [104]. Известно, что в лактоцине 705 за
антибактериальную активность отвечает один
пептид, в то время как второй пептид, молекуляр�
ная масса которого не определена из�за непосто�
янства его аминокислотного состава, участвует в
распознавании рецептора на мембране клетки�
мишени [105]. Гены, ответственные за синтез от�
дельных пептидов двухпептидных бактериоци�
нов, располагаются друг за другом в одном оперо�
не, и к каждому бактериоцину имеется только
один ген иммунного белка, что говорит о том, что
оба пептида функционируют как единый ком�
плекс [103]. Кроме того, установлено, что между
комплементарными пептидами лактококцина G,
плантарицинов E/F и J/K при атаке на клетку про�
исходят прямые физические взаимодействия [106].

Для регуляции продукции бактериоцинов вто�
рого класса используется система кворумсенсин�
га. Она состоит из трех компонентов и соответ�
ственно выражается в трехкомпонентной регуля�
торной системе: феромона пептидной природы,
трансмебранного белка – гистидинкиназы (ре�
цептора феромона) и ответного белка цитозоля.
Показано, что синтез термофилина 13 бактерия�
ми Streptococcus thermophilus LMD�9 и плантари�
цинов, образуемых штаммами L. plantarum C11,
E/F и J/K, зависит от фазы роста и концентрации
индуцирующего фактора, феромона [107]. 

Механизм действия бактериоцинов II класса.
Предполагаемой молекулой�рецептором для бак�
териоцинов IIa подкласса является переносчик

маннозы  [108]. Белок  принадлежит
к фосфотрансферазной системе (ФТС) и кодиру�
ется mpt опероном. ФТС отвечает за транспорт и
фосфорилирование сахара внутри клетки как у
грамположительных, так и грамотрицательных
бактерий. ФТС�пермеаза маннозного семейства
состоит из четырех доменов IIA, IIB, IIC, и IID.
Цитоплазматические домены IIA и IIB участвуют
в фосфорилировании, а мембранные IIC и IID –

Man
tE II Man

tE II

в транспорте. Субъединицы IIC и IID, находящие�
ся в мембране, являются мишенями для бактерио�
цинов второго класса [31]. N�конец бактериоцина
отвечает за связывание с мембраной клеток�мише�
ней посредством электростатических взаимодей�
ствий, тогда как триптофансодержащий участок
С�конца – за проникновение бактериоцина в мем�
брану [109]. Для лактококцина А, продуцируемого
L. lactis subsp. lactis, доказано, что присутствие
мембранных компонентов IIC и IID достаточно
для проявления чувствительности [107]. Предпо�
лагаемая модель действия лактококцина А и ме�
ханизм защиты от него показан на рис. 6.

Согласно этой схеме бактериоцин взаимодей�
ствует с IIC и IID компонентами ман�ФТС как с
рецептором клеточной поверхности (рис. 6, А;
положение 1 и 2). После связывания бактериоцин
усиливает проницаемость мембраны (состояние 3),
что и приводит к гибели клетки. Вероятно, пора в
мембране образуется за счет олигомеризации мо�
лекул бактериоцина либо за счет разрушения
маннозо�ФТС комплекса.

В иммунных клетках, не продуцирующих бак�
териоцин, иммунный белок не связан с маннозо�
ФТС (рис. 6, Б; положение 1'). В клетках, проду�
цирующих бактериоцин, иммунные белки проч�
но связаны с рецепторными белками (IIC и IID)
для защиты их от гибели [107]. Эта модель воз�
можна также для лактококцина В и некоторых пе�
диоцинподобных бактериоцинов. 

Механизм действия лактококцина Q отличает�
ся от действия бактериоцинов IIa подкласса. Для
проявления его действия не нужно присутствие
молекулы рецептора на плазматической мембра�
не. Предполагается, что лактококцин Q электро�
статически связывается с отрицательно заряжен�
ной мембраной бактериальной клетки, после чего
встраивается в нее, образуя поры [110].

Дипептидные бактериоцины IIb класса усили�
вают проницаемость клеточной мембраны для
ионов за счет образования пор, в которые вклю�
чаются оба пептида [111, 112]. Причем каждый
бактериоцин образуют поры, проницаемые толь�
ко для определенного типа ионов. Так, лактокок�
цин G усиливает проницаемость для многих мо�
новалентных катионов и холина за исключением
H+, а плантарицины E/F и J/K делают мембрану
проницаемой для всех моновалентных катионов,
включая и H+ [113].

В связи с тем, что бактериоцины МКБ, отно�
сящиеся ко II классу, обладают высокой антибио�
тической активностью в отношении патогенов
Listeria innocua и L. monocytogenes, развивающихся
в продуктах питания и пищевом сырье в процессе
длительного хранения, они перспективны для
применения в качестве биоконсервантов [114].
Среди таких бактериоцинов известны курвацин А
[81], диверцин V41 [82], лактокцин MMFII [84],
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лейкоцин А [85], плантарицин 423 [87], педиоцины
PA�1 и AcH [114, 115, 116], сакацины Р и G [75, 90]. 

***

В настоящее время резко возрос интерес ис�
следователей к МКБ, которые из�за своей без�
опасности, высокой ферментативной и антимик�
робной активности являются объектом фунда�
ментальных исследований по созданию новых
активных пробиотиков и разнообразных анти�
микробных препаратов с консервирующим эф�
фектом.

МКБ являются продуцентами широкого круга
антимикробных метаболитов, относящихся к
разным классам химических веществ. Наиболее
хорошо изучена группа бактериоцинов, так как
бактериоцины вследствие их нетоксичности наи�
более перспективны в качестве кандидатов для
развития нового поколения антибиотических
препаратов с пробиотическими свойствами [27,
117, 118]. В связи с тем, что МКБ имеют “GRAS”
статус, их бактериоцины востребованы промыш�
ленностью как безопасные и специфичные био�
консерванты [119, 120]. Многие бактериоцины
этой группы бактерий успешно зарекомендовали

себя в качестве биоконсервантов для мясных про�
дуктов, рыбы, кисломолочных продуктов, ово�
щей и фруктов [121, 122]. Основные направления
более эффективного использования бактериоци�
нов с целью увеличения сроков годности пище�
вых продуктов заключаются в использовании их
смесей, включения бактериоцинов в упаковоч�
ные материалы, сочетание их с другими консер�
вантами. Эффективность бактериоцинов опреде�
ляется активностью их продуцентов. Для этого
проводят скрининг природных высокопродук�
тивных штаммов из различных субстратов, ис�
пользуют различные генетические методы, вклю�
чая методы клеточной инженерии [18, 20, 123–127]. 

С другой стороны, возможно применение бак�
териоцинов в медицине в качестве альтернатив�
ных антибиотиков [128, 129].

Между разными классами бактериоцинов
имеются существенные отличия в строении моле�
кулы, а, следовательно, и в их стабильности, ме�
ханизме и спектре антимикробного действия. В
частности, лантибиотики характеризуются слож�
ным процессом посттрансляционных превраще�
ний, которые приводят к формированию лантио�
ниновых мостиков в молекуле, что и обусловли�

Рис. 6. Модель действия на клетку�мишень и иммунность для лактококцина А [83]. А – бактериоцин взаимодействует
с рецепторными белками клеточной поверхности (A�D) – компонентами ман�ФТС (положение 1 и 2). После связы�
вания бактериоцин усиливает проницаемость мембраны (3), что и приводит к клеточной гибели. Пора образуется за
счет олигомеризации молекул бактериоцина либо за счет разрушения манн�ФТС комплекса. 
Б – в иммунных клетках, не продуцирующих бактериоцин, иммунный белок не связан с маннозо�ФТС (положение 1'); в
клетках, продуцирующих бактериоцин, иммунные белки прочно связаны с рецепторным белками (A�D) для защиты
от гибели. 
Единицы ман�ФТС показаны в стехиометрическом соотношении 2 : 1 : 2 для AB:C:D. CW – клеточная стенка; CM –
цитоплазматическая мембрана. 
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вает стабильность пептида во внешней среде и
более широкий спектр действия.

Особую научную и практическую ценность
представляют синтезируемые МКБ соединения,
которые обладают фунгицидным действием. Эта
разнородная группа веществ на данный момент
изучена недостаточно. Штаммы лактококков,
идентифицированные как L. lactis subsp. lacits,
синтезировали вещества, относящиеся к алкил�
ароматическим кетонам, которые и определяют
их фунгицидную активность. Многие авторы от�
мечают возможность использования штаммов
МКБ для продления сроков хранения фруктов и
овощей, наиболее подверженных порче микро�
скопическими грибами [12, 13, 23]. Учитывая, что
потребность пищевой промышленности, меди�
цины и сельского хозяйства в фунгицидных пре�
паратах растет с каждым годом, а используемые в
настоящее время фунгициды (химические препа�
раты) обладают токсичностью для человека и жи�
вотных, накапливаются в почве и воде, поиск но�
вых фунгицидных веществ среди непатогенных
форм микроорганизмов является актуальной
проблемой.
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Antibacterial Metabolites of Lactic Acid Bacteria: Their Diversity 
and Properties
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Abstract—The review is devoted to literature data on antimicrobial metabolites produced by lactic acid bac�
teria (LAB), which have long been used for the preparation of cultured dairy products. This paper summarizes
data on low�molecular�weight antimicrobial substances, which are primary products or by�products of lactic
fermentation. Individual sections are devoted to a variety of antifungal agents and bacteriocins produced by
LAB; their potential use as food preservatives has been discussed. The characteristics and classification of
bacteriocins are presented in a greater detail; their synthesis and mechanism of action are described using the
example of nisin A, which belongs to class I lantibiotics synthesized by the bacterium Lactococcus lactis subsp.
lactis. The mechanism of action of class II bacteriocins has been demonstrated with lacticin. Prospective
directions for using LAB antimicrobial metabolites in industry and medicine are discussed in the Conclusion.
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Brief characterization of plant resistance types.
Over a long period of time environmental pressure on
plants induced the development of mechanisms en�
abling plants to combat the organisms negatively af�
fecting them. One of these is resistance. Although
plants do not have an immune system characteristic
for mammals, this term applies to plants as well. In this
case, resistance is defined as “the insusceptibility of a
plant to infection”. Two types of resistance can be dis�
tinguished: constitutive (passive), and induced (ac�
quired, active). Constitutive resistance is created by
anatomical and physiological barriers. In turn, the
state of enhanced plant defense, appearing as a conse�
quence of the activity of a biotic or abiotic factor, is
termed induced resistance. Usually enhanced resis�
tance is not limited to the site at which a particular
agent acts. A signal induced at one site spreads system�
ically to other organs, as a result of which the whole
plant is prepared for an attack by a pathogen [1, 2].
Two kinds of induced resistance with systemic range
can be distinguished: systemic acquired resistance
(SAR) and induced systemic resistance (ISR). SAR is
induced by pathogens eliciting necrotic changes in the
plant tissues. Their presence within tissues results in
increased synthesis of salicylic acid (SA), which in
turn activates the expression of pathogenesis�related
(PR) genes. The products of the expression of these
genes participate in the destruction of the plant patho�
gen [3, 4]. On the other hand, ISR is mediated by non�
pathogenic bacteria and fungi that stimulate plant
growth. These are known as the plant growth�promot�
ing rhizobacteria (PGPR) and fungi (PGPF). They
inhabit the root system, in which resistance is induced.
The signaling pathway initiated in the underground
plant organs, embraces the above ground parts as well.
Jasmonic acid (JA) and ethylene (ET) play an impor�
tant role in this pathway [5, 6]. These plant hormones
participate in the activation of genes, whose transcrip�

tion and translation lead to the formation of com�
pounds that have negative effect on pathogens and
plant pests. Activation occurs only after the plant or�
ganism is attacked by the phytopathogen [7, 8]. Genes
respond more rapidly in the presence of JA and ET
and their expression is both enhanced and faster. Re�
sistance thus seems to have economic advantages for
the overall plant defense response [9]. PGPR strains,
after effective colonization and induction of resis�
tance, maintain a plant in a state of elevated readiness
to the occurrence of a pest in the general sense. Thus,
there is no constitutive production of compounds by
the plant which limits energy losses at the metabolic
level [10]. The expression of induced systemic resis�
tance (ISR) has been observed for different plant spe�
cies, not only in dicotyledons (string bean, Arabidop�
sis, carrot, tobacco, radish and tomato), but also in
monocotyledons (corn, rice) [11]. It appears that the
mechanism of this plant resistance is effective in com�
bating bacteria, fungi, viruses [12], nematodes [13]
and insects [14]. 

ISR inducers. The participation of Pseudomonas
bacteria, as well as of other bacteria classified to the
PGPR in the induction of systemic resistance, is relat�
ed to the production by these non�pathogenic bacteria
of so�called elicitors (inducers, determinants), acti�
vating the defense responses of plant cells. In the case
of an immune response to pathogens these com�
pounds have been termed pathogen�associated molec�
ular patterns (PAMPs). Frequently in multicellular
organisms recognition of PAMPs by pathogenesis�re�
lated proteins (PRs) also enhances a SAR response
[16]. A considerable diversity of the elicitors involved
in ISR has been observed. They include the building
blocks of bacterial cells as well as extracellular com�
pounds synthesized by the microbes [17]. In the case
of Pseudomonas they are: siderophores, flagellin, li�
popolysaccharides (LPS) [18], an N�alkylated ben�
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zoamine derivative [19], SA, 2,3�butanediol, [20] and
antibiotics, including 2,4�diacetylphloroglucinol and
pyocyanin [21, 22]. Two important aspects of ISR in�
duction should be pointed out – the time needed for
this type of resistance to develop and the number of
bacterial cells required for its initiation. ISR can be
elicited only when the number of bacterial cells reach�
es a minimal value equal to 105 CFU/g (colony form�
ing unit/g) of plant root and time of root colonization
by the bacteria is not shorter than a few days [23]. 

Interaction between inducers and plant receptors.
The mechanism of ISR induction is still unclear. It is
thought that the induction of resistance in plants by
rhizobacteria is analogous to the mechanism of resis�
tance elicited by pathogens in eukaryotic cells. In both
cases receptors are recognized by elicitors [24]. The
induction of ISR is not a random process. A certain
specificity in recognition and binding of PGPR elici�
tors to the corresponding root receptor of a given plant
species is observed [25]. It appears that some bacterial
strains, such as P. fluorescens WCS417r, demonstrate a
high effectiveness of the binding in different plant spe�
cies, whereas others, e.g. P. fluorescens WCS358, are
characterized by narrow specificity. The former strain
induces resistance via LPS in such plants as Arabidop�
sis [26] carnation [27], radish [28]. In turn, flagellin
and LPS of P. fluorescens WCS358 are effective induc�
ers of resistance in Arabidopsis but not in the pea and
tomato [18]. Initially it was thought that a flagellin
conservative motif of all PGPR could be recognized by
the most plants. However, studies using two different
Pseudomonas strains contradict this theory. P. fluores�
cens WCS358 and WCS374 strains both have a flagel�
lum but only the former induces ISR in Arabidopsis
thaliana [26]. As yet, the nature of the receptor bind�
ing a given elicitor is not known. It has been assumed
that flagellin may be identified by the receptor LRR�
NBS (leucine�rich repeat�nucleotide binding site). In
Arabidopsis LRR�NBS binds to the most conserved
domain of flagellin, triggering a mitogen�activated
protein (MAP) kinase pathway. Ultimately, several
phosphorylations lead to the formation of a protein
belonging to the WRKY family that is a group of pro�
teins being transcription factors for genes encoding
proteins involved in defense mechanisms of the plant
cell [29]. 

ISR signaling pathway elicited by P. fluorescens
WCS417r. The binding between a root receptor and
the PGPR determinant results in activation of ISR sig�
naling pathway. A. thaliana, ecotype Columbia (Col) is
a model plant for which this process is studied in de�
tail. This particular species is distinguished by the best
studied genetic profile of the interactions between a
microorganism and a plant [30]. To induce resistance,
Arabidopsis roots were colonized by P. fluorescens
WCS417r. A characteristic trait of the strain is its effec�
tiveness in inhibiting the growth of pathogens of not
only the model plant [6, 31].

Local response – ET and MYB72�dependent signal�
ing pathway. ET is one of the first elements of a signal�
ing pathway initiated by P. fluorescens WCS417r in the
Arabidopsis root. This compound was found to be in�
dispensable for the occurrence of resistance in the
above ground plant organs [32]. Besides ET, gene
MYB72 also played an important role in the early sig�
naling steps of ISR [33]. It appears that P. fluorescens
WCS417 elicits the activation of the transcription of
MYB72 (as well as of 96 other genes) in the root.
MYB72 belongs to the R2R3�MYB family of genes in
the Arabidopsis genome and encodes the transcription
factor TF MYB 72. The expression of these genes re�
sults in the formation of proteins R2R3�MYB, whose
presumable function is related to tolerance to stress,
regulation of cell death and resistance to pathogens
[34]. It has been reported that the presence of gene
MYB72 is required in the initial stages of ISR induc�
tion. This was confirmed in studies using plant mu�
tants carrying the recessive form of the gene, in which
bacteria did not elicit ISR [8]. It was also observed that
overexpression of gene MYB72 did not translate to in�
creased level of resistance to such pathogens as P. sy�
ringae pv tomato, Hyaloperonospora parasitica, Alter�
naria brassicicola and Botrytis cinerea. This allows
concluding that initiation of MYB72 requires the par�
ticipation of an additional factor for initiating ISR. In
view of the fact that under in vitro conditions an inter�
action between MYB72 and ethylene�insensitive3�like
3 protein (EIL3) has been observed, the latter has been
suggested to be the putative factor. EIL3 is a transcrip�
tion factor of the EIN3 family. Close homologs of
EIN3 are transcription factors EIL1 and EIL2 partic�
ipating in regulation of the ethylene�dependent sig�
naling pathway [35]. 

Systemic signaling response. The signaling pathway
locally initiated by P. fluorescens strain WCS417r in
the root spreads to the above ground plant organs. The
major molecules involved in the expression of ISR in
the stem and leaves are jasmonic acid (JA) and ET
[36]. This is indicated by the results of studies using
mutated plants with defects in genes participating in
the cellular response to the above compounds. Muta�
tions were introduced into such genes as Etr1, encod�
ing ET receptor (a dominant mutation in this gene led
to decreased susceptibility of tissues to the hormone)
[35], and Jar1 coding an enzyme involved in regulat�
ing JA activity in the signaling pathway [37]. Expres�
sion of ISR was not observed in any of the obtained
mutants [36]. Of importance in the discussed phe�
nomenon was that ISR did not cause increased syn�
thesis of JA and ET, but only increased susceptibility of
the plant to these hormones [38]. Studies have re�
vealed that important components of the SAR path�
way: SA and protein non�expressor of pathogenesis�
related genes 1 (NPR1), are also implicated in the re�
sistance induced by rhizobacteria. NPR 1 is consid�
ered a key regulatory protein in cross–talk between
SAR and ISR [39]. It has been reported that even
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though the ISR signaling pathway in Arabidopsis is in�
dependent of SA, NPR1 is one of its indispensable el�
ements [36]. JA, ET and NPR1 form a specific signal�
ing cascade in which the action of JA is followed by ET.
In turn, these hormones interact with the final ele�
ment of the pathway, protein NPR1. The occurrence
of a signaling pathway involving ET and JA is observed
only in plants carrying the dominant form of gene
ISR1, located on chromosome III. It was shown that
the product of the transcription and translation of this
gene is a component of the ET�dependent signaling
pathway [40]. Ecotypes of Arabidopsis carrying a re�
cessive mutation in the ISR1 gene locus (RLD and
Wassilewskija) are susceptible to attack by the patho�
gen P. syringae pv. tomato, as opposed to ecotype Co�
lumbia (ISR1/ISR1). This is related to the fact that in�
terruption of the signaling pathway at any point results
in enhanced susceptibility of plants to the deleterious
action of phytopathogens [40]. 

Other signaling pathways. Even though, similarly to
P. fluorescens WCS417r, four other PGPR strains have
been described to induce resistance in A. thaliana via
the chemical messengers JA and ET [41], the course of
the signaling pathway presented above is not a univer�
sal ISR scheme. JA and NPR1 are indispensable com�
ponents of the signaling pathway initiated in the same
plant by P. fluorescens CHAO in response to attack by
Perenospora parasitica [21]. Another exception is the
role of SA in the induction of ISR. This situation is ob�
served in the tobacco plant, in which the mediation of
the rhizobacterium P. aeruginosa 7NSK2 induces re�
sistance to infection by the tobacco mosaic virus [42].
The above examples serve as proof of interactions be�
tween plant signal transduction pathways, which al�
lows adjusting the defence strategy of plants to the
changed environmental conditions. A close cross�talk
between the jasmonate and salicylate plant defense
pathways is known to have a strong influence on the
molecular and enzymatic profile of the plant and on
some plant parasites [43]. 

Effects of ISR in plants. The final and also the most
important elements of resistance induced in plants
PGPR involve the synthesis of compounds protecting
the plants cells from being harmed by a pathogen
and/or destroying the cells of the pathogen destruc�
tion. The synthesis of these compounds in plant tissues
is a result of activated transcription of the genes en�
coding them. However, as studies have shown, the pro�
cess is not the immediate result of colonization of Ar�
abidopsis roots by P. fluorescens WCS417r. The same
phenomenon also occurs following challenge inocula�
tion by the plant pathogen – 81 genes in the leaves
show an augmented expression pattern, very likely as a
result of the activity of signaling pathway molecules
[9]. Following pathogen attack, JA�dependent genes
characterized by over�expression of the motif 5’CA�
CATG 3’ in the promotor region of gene are activated
in ISR�expressing plant cells. This sequence is a bind�
ing site for the transcription factor MYC2 which plays

a crucial role in regulating the transcription of these
genes. MYC2 is probably involved in activating the
transcription of genes, but only in response to an at�
tack by a plant pathogen whose destruction is depen�
dent on jasmonic acid�regulated genes. Otherwise, no
up�regulation of MYC2 expression is observed [14]. It
has been postulated that its activity is inhibited by the
jasmonate�zim�domain (JAZ) suppressor protein. In
situations other than described, the repressor is shunt�
ed into a pathway leading to its degradation in the pro�
teasome [44]. The final outcomes of ISR are structural
and biochemical changes in plant cells. Their aim is to
impede penetration into the tissues and inhibit patho�
gen growth, and thus prevent the development of the
disease caused by a specific plant pathogen [45]. 

Structural and biochemical modifications. Structural
modifications occurring in the cell wall, being the re�
sponse of a plant to attack by pathogen, consist in the
physical and mechanical strengthening of the wall
through the deposition of various compounds, making
it impossible for pathogens to penetrate the plant tis�
sues. These substances stiffen the cell wall, thus creat�
ing an impenetrable barrier. This involves the deposi�
tion of callose and infiltration of phenolic compounds
at the site of infection by the plant pathogen [46]. Cer�
tain rhizobacteria, as a consequence of ISR induction,
cause lignification of the cell wall, as observed in the
case of bean [47].

Besides structural alterations in the cell wall, ISR
also results in enhanced synthesis of various secondary
metabolites participating in defense mechanisms (Ta�
ble). These include the phytoalexins which are a
chemically diverse group of low�molecular�weight
compounds including sesquiterpenoids synthesized by
the Solanaceae, and isoflavonoids in individual repre�
sentatives of the Papilionaceae. The role that phytoal�
exins play in resistance is related to their toxic action
against pathogens. Their presence inhibits the forma�
tion and germination of fungal spores and growth of hy�
phae, and restricts the growth of bacteria and viruses. In
plant tissues, in which ISR was expressed, increased ac�
tivity of phenylalanine ammonia�lyase (PAL), partici�
pating in resistance responses, was found [48]. The en�
zyme is also involved in splitting off an ammonia mole�
cule from (S)�phenylalanine, leading to the formation
of E�cinnamonic acid which, in turn, is a lignin pre�
cursor. PAL thus plays an important role in the forma�
tion of a mechanical barrier. This enzyme is also in�
volved in the synthesis of the phytoalexins mentioned
above [49]. 

An important role in combating pathogens is car�
ried out by pathogen�related proteins (PR). Some of
them, thanks to their hydrolytic activity, participate in
the degradation of the cell wall of fungi: proteins of the
family PR�2 – (β�1,3�glucanase), PR�3, PR�4, PR�8,
PR�11 (endochitinases) and PR�7 (endoproteinase).
Others, such as protease inhibitors (PR�6), are capa�
ble of deactivating toxic polypeptides secreted by par�
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asites within the tissues [50]. The action of peroxidases
(PR�9), in turn, results in increased production of lig�
nin and its deposition in the cell wall, with subsequent
formation of a mechanical barrier [51]. The correla�
tion between the synthesis of PR proteins and ISR is
controversial. In the case of Arabidopsis, P. fluorescens
WCS417r cells did not induce the synthesis of these
proteins similarly as in the case of radish [52, 53]. The
results of these studies allow concluding that resis�
tance in the case of P. fluorescens WCS417r is not re�
lated to the production of pathogen�related proteins.
This conclusion is, however, contradicted by the re�
sults of numerous experiments with other strains of
bacteria (Table). An example is P. fluorescens CHA0,
whose presence induced the synthesis of proteins of
the PR�1a, PR�1b and PR�1c families in tobacco [54].
P. fluorescens 63–28, in turn, caused increased β�1,3�
glucanase and chitinase activity in the pea [46]. Mari�
utto et al. [55], on the other hand, found an increased
transcript level of lipoxygenase, an enzyme involved in
the synthesis of jasmonic acid, in tomato plants inoc�
ulated with P. putida BTP1. In these studies no stimu�
lation of PAL activity was observed. 

***

The phenomenon of induced systemic resistance
(ISR) described above rouses the high hopes of many
researchers representing different fields of science. 

The mechanism of this resistance is still, however,
insufficiently elucidated. There are many unknowns
about this resistance, beginning with its induction,
through the course of the signaling pathway, to a fung�
istatic�type substance. Answers to these questions may
enable the practical application of the mechanism of
this resistance in biological plant protection. 
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 Реакции свободнорадикального окисления яв�
ляются важной составной частью нормального
клеточного метаболизма и постоянно протекают
в организме человека и животных. В биохимиче�
ских процессах образуются и играют важную роль

кислородсодержащие радикалы  НО• (RO•),

 ( ) и пероксид водорода Н2О2 [1–3]. В
физиологических условиях клетки и ткани имеют
вполне адекватную внутри� и внеклеточную за�
щиту, противостоящую повышенному генериро�
ванию и разрушающему действию активных ра�
дикалов. Ухудшение экологической обстановки,
химизация различных отраслей промышленно�
сти, сельского хозяйства и быта, пролонгирован�
ные стрессовые ситуации, злоупотребление алко�
голем и курением приводят к тому, что в организме
человека под влиянием этих факторов и радиоак�
тивных загрязнений в несравненно большем коли�
честве, чем в нормальных условиях, образуются
активные радикалы и другие реакционноспособ�
ные вещества, существенно нарушающие нор�
мальный ход обменных процессов [3–5].

По этим причинам актуальными проблемами
современной биохимии и биотехнологии остают�
ся следующие направления: оценка и измерение
концентрации активных радикалов и скорости их

 Сокращения. БСА – бычий сывороточный альбумин,
ДМСО – диметилсульфоксид, ДМФ – диметилформамид,
ЗФР – забуференный физиологический раствор, рН 7.4,
ОАА – общая антиоксидантная активность, ПХ – перокси�
даза корней хрена, ТМБ – 3,3`,5,5`�тетраметилбензидин,
ФДА – о�фенилендиамин, ФЦБ – фосфат�цитратный бу�
фер, InH – ингибиторы свободнорадикальных процессов, f –
стехиометрический коэффициент ингибирования, Ki –
константа ингибирования, MetHa – метгемальбумины. 

2 ,−iO

2
iHO 2

iRO

инициирования in vivo и в адекватных модельных
системах in vitro; количественная характеристика
антиоксидантного статуса организма человека и
животных, в частности общей антиоксидантной
активности (ОАА) биологических жидкостей
(плазма и сыворотка крови, моча, слюна и др.);
синтез новых высокоэффективных ингибиторов
свободнорадикальных процессов, включающих
не только функциональные группы, ответствен�
ные за антирадикальную активность, но и группы
с направленным специфическим действием на
мембраны, мезофазные переходы в них, на кле�
точные рецепторы, установление связи структу�
ры синтетических и природных антиоксидантов
(ингибиторы) с их активностью в широком ин�
тервале концентраций от 10–18 до 10–2 М, часто
определяющих механизм действия ингибиторов.
Решением перечисленных задач мы с коллегами
занимаемся более 20 лет.

Прямое измерение концентрации свободных
радикалов in vitro (и особенно in vivo), как прави�
ло, сильно затруднено. По этой причине до сих
пор главным инструментом изучения иницииро�
вания свободнорадикальных жидкофазных про�
цессов остается метод ингибиторов, основы ко�
торого созданы академиком Н.М. Эмануэлем и
его учениками еще в 50–60�х годах XX века [6, 7].
Необходимость количественной характеристики
инициирования радикалов в реальных условиях
и потребность в быстром отборе потенциальных
ингибиторов (антиоксиданты) в сравнительно
простых условиях (20–36°С, водные растворы)
обусловили интенсивное изучение многочислен�
ных пар гемсодержащий биокатализатор – Н2О2

(ROOH), где ROOH – органические гидроперок�
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Изучена эффективность ингибиторов (антиоксидантная активность) оксипроизводных кумарина –
эскулетина, дикумарола и фраксетина в псевдопероксидазной системе метгемальбумин–Н2О2–тет�
раметилбензидин при 20°С в забуференном физиологическом растворе, рН 7.4, содержащем 6% ди�
метилформамида и 0.25% диметилсульфоксида. Эффективность ингибиторов количественно оха�
рактеризована константами ингибирования Ki, мкМ и величиной ингибирования в процентах. Ве�
личины Ki равны 9.5; 15 и 26 мкМ для эскулетина, дикумарола и фраксетина соответственно.
Эскулетин и фраксетин ингибируют псевдопероксидазное окисление ТМБ по бесконкурентному
типу, а дикумарол – по смешанному. Ингибирующая активность эскулетина при окислении ТМБ в
пероксидазной системе характеризуется при рН 6.4 величиной Ki, равной 1.15 мкМ, а ингибирова�
ние носит конкурентный характер. Эскулетин – самый эффективный антиоксидант растительного
происхождения из всех ранее исследованных в биохимических модельных системах.
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сиды, а в качестве биокатализаторов использова�
ны пероксидаза хрена и так называемые псевдопе�
роксидазы – гемин, метмиоглобин, метгемогло�
бин и метгемальбумины (MetHa) [2, 8–10]. В
качестве акцепторов радикальных частиц исполь�
зованы известные субстраты пероксидаз – АБТС
(2,2`�азино�ди�(3�этил�2,3�дигидробензтиазо�
лин�6�сульфоновая кислота)), ФДА и ТМБ, при
окислении которых образуются детально изучен�
ные продукты, что обеспечивает надежный и
быстрый спектрофотометрический мониторинг
свободнорадикального процесса. В качестве ин�
гибиторов пероксидазного и псевдопероксидаз�
ного окисления АБТС, ФДА и ТМБ нами изуче�
ны синтетические соединения из ряда замещен�
ных фенолов и пирокатехинов, производных
замещенных о�аминофенолов, многоатомных фе�
нолов, полифенолов и антиоксидантов нового по�
коления – полидисульфидов замещенных фено�
лов [8, 9]. 

Для количественной характеристики процессов
сопряженного окисления ароматических аминов
(ФДА и ТМБ) и многочисленных соединений фе�
нольной природы использованы эффективные
величины констант ингибирования Ki, мкМ, про�
должительность периодов индукции в накоплении
продуктов окисления ФДА или ТМБ, Δτ, если они
обнаруживаются, и коэффициеты ингибирования
f, означающих число радикальных частиц, гибну�
щих на одной молекуле фенольного ингибитора.
Многократно показано, что величины Ki адекват�
но отражают эффективность ингибиторов, меня�
ются в широких пределах от нескольких до сотен
мкМ и сильно зависят от типа субстрата и приро�
ды ингибитора [8–10].

Для практики очень важна не только актив�
ность ингибирующего действия антиоксиданта,
но и другие характеристики, в частности его ток�
сические свойства. В этой связи особый интерес
приобретают антиоксиданты природного проис�
хождения – токоферолы и их многочисленные
аналоги [11], флавоноиды растительного проис�
хождения – кверцетин, морин, силибин, кэмпфе�
рол, катехин и др. [8], производные лигнина гвая�
цилового и сирингилового ряда [10].

По нашему мнению, в качестве потенциаль�
ных нетоксичных антиоксидантов растительного
происхождения большой интерес представляют
оксипроизводные кумарина – эскулетин, фрак�
сетин и дикумарол, антиоксидантные свойства
которых до сих пор не охарактеризованы. В рас�
тительном мире широко распространены эскуле�
тин и умбеллиферон, которые как и сам кумарин
определяют запах цветов донника и поэтому при�
меняются в парфюмерных композициях при из�
готовлении духов и одеколонов. Дикумарол давно
известен и используется в медицине как антикоа�
гулянт при терапии заболеваний, сопровождаю�

щихся образованием тромбов. Структурные фор�
мулы кумарина и его трех оксипроизводных пред�
ставлены в таблице.

Цель работы – использование псевдоперокси�
дазной системы метгемальбумин–Н2О2–ТМБ
для количественной характеристики и сравнения
антиоксидантной активности кумарина и его ок�
сипроизводных, а также сопоставление сопря�
женного окисления эскулетина и ТМБ в псевдо�
пероксидазной и пероксидазной системах для
обоснованного выбора наиболее эффективного
антиоксиданта кумаринового ряда.

МЕТОДИКА

Объекты исследования. В работе использовали
кумарин, 6,7�ди�окси�кумарин (эскулетин), 7,8�
ди�окси�6�метокси�кумарин (фраксетин) и (3,3`�
метилен�бис)4�окси�кумарин (дикумарол) фир�
мы “Sigma�Aldrich”, США без дополнительной
очистки.

Реагенты. Использовали пероксидазу корней
хрена (КФ 1.11.1.7), изоэнзим С с оптическим по�
казателем чистоты RZ = 3.25 производства
“Bioenzyme Laboratories”, Blaenavon, Gwent (Ве�
ликобритания). Концентрацию ПХ определяли
спектрофотометрически, используя коэффици�
ент молярного поглощения в максимуме полосы
Соре (403 нм), равный 102000 М–1 см–1 [12]. При�
меняли гемин фирмы “Serva” (Германия), раствор
которого готовили в ДМСО и определяли кон�
центрацию спектрофотометрически с использо�
ванием коэффициента молярного поглощения
174000 М–1 см–1 при 405 нм [13]. Концентрацию
БСА фирмы “Sigma” (США) без дополнительной
очистки определяли с использованием коэффи�
циента ε (280 нм) 35000 М–1 см–1 [14]. Метгемаль�
бумин получали по методике, описанной ранее
[15], с соотношением компонентов 10 мкМ геми�
на/5 мкМ БСА.

В качестве субстрата�восстановителя приме�
няли ТМБ (“Serva”, Германия), а в качестве суб�
страта окислителя – разбавленный пероксид водо�
рода, определяя концентрацию Н2О2 с использо�
ванием ε (230 нм) 72.4 М–1 см–1 [16]. Органические
сорастворители ДМСО и ДМФ перед употребле�
нием перегоняли. Для приготовления ЗФР, рН 7.4
и ФЦБ, рН 6.4 использовали соли и лимонную
кислоту производства “Реахим” (Россия).

Окисление ТМБ в системе МеtHa–Н2О2.
Окисление без ингибиторов и в их присутствии
проводили при 20°С в термостатируемых кюветах
фотометра КФК�3 (Россия) в среде ЗФР, рН 7.4,
содержащем 6% ДМФ и 0.25% ДМСО, что обес�
печивало полную гомогенность реакционной
смеси. Реакцию начинали добавлением раствора
Н2О2 и следили за образованием продукта окис�
ления ТМБ по поглощению света в его максиму�
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ме А655. При расчете скорости реакции использо�
вали ε (655 нм) продукта окисления, равный
39000 М–1 см–1 [12]. При наличии периодов ин�
дукции в накоплении продукта окисления ТМБ
совместно с ингибиторами для расчета скоростей
реакции использовали строго линейные участки
кинетических кривых роста А655 после окончания
лаг�периода.

Окисление ТМБ в системе ПХ–Н2О2. Окисле�
ние без ингибиторов и в присутствии эскулетина
проводили при 20°С в термостатируемой ячейке
спектрофотометра “Spekol�211” (“Carl Zeiss”,
Германия) в среде ФЦБ, рН 6.4, содержащего 6%
ДМФ, 0.3 нМ ПХ, 2 мМ Н2О2, 0.02–0.4 мМ ТМБ
и разные концентрации эскулетина. Реакцию на�
чинали добавлением Н2О2 и следили за ней, как
описано выше.

Ингибирование окисления ТМБ в псевдоперок7
сидазной и пероксидазной системах. Для определе�
ния типа ингибирования строили кривые зависи�
мости V0 от начальной концентрации субстрата в
двойных обратных координатах (метод Лайнуи�
вера–Берка [17]). Эффективность ингибиторов
характеризовали константами ингибирования Ki

в мкМ [8–10]. Для определения Ki применяли ме�

тод Диксона, строя кривые зависимости  от
[InH]0, или метод Корниш–Боудена [18], строя
кривые зависимости [S]0/V0 от растущей концен�

1
0V −

трации [InH]0, где [S]0 – начальная концентрация
субстрата ТМБ. Для определения стехиометриче�
ского коэффициента ингибирования f использо�
вали теорию метода ингибиторов свободноради�
кальных реакций Н.М. Эмануэля и сотр. [6] и
уравнения (1) и (2):

Δτ = f × [InH]0/Vi, (1)

V0 ≈ Vi = f × (Vi/f), (2)

где Δτ – продолжительность периода индукции в
накоплении продуктов окисления ТМБ, Vi – ско�
рость инициирования радикалов, приближенно
равная скорости окисления ТМБ в отсутствие ин�
гибитора. Эффективные константы ингибирова�
ния Ki определены графическим методом с ошиб�
кой, не превышающей 7%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Совместное окисление ТМБ (0.09–0.25 мМ) в
присутствии разных концентраций кумарина
вплоть до 0.3 мМ в системе МеtHa–Н2О2 в стан�
дартных условиях (20°С, 0.5 мМ Н2О2, ЗФР, рН 7.4)
показало, что кумарин не обнаружил ингибирую�
щего влияния на превращения ТМБ: это объяс�
няется отсутствием в его молекуле фенольных
НО�групп.

На рис. 1а показаны кинетические кривые на�
копления продукта окисления ТМБ в терминах

Ингибирование окисления ТМБ (0.09–0.25 мМ) в системе MetHa–Н2О2 оксипроизводными соединениями ку�
марина, 20°С, ЗФР, рН 7.4, 6% ДМФ, 0.25% ДМСО, гемин�БСА (10 мкМ, 5 мкМ), 0.5 мМ Н2О2

InH Структурная формула [InH]макс, мкМ Ингибирование, 
% Ki, мкМ Тип 

ингибирования**

Кумарин 300 0 – –

Эскулетин
6
3*

33
12*

9.5
1.15*

бк
к*

Фраксетин 24 23 26 бк

Дикумарол 12 37 15 см

* Система ПХ–Н2О2: 20°С, 15 мМ ЦФБ, рН 6.4, 6% ДМФ, 2 мМ Н2О2, 0.3 нМ ПХ, 0.02–0.4 мМ ТМБ. 
** Тип ингибирования: к – конкурентный, бк – бесконкурентный, см – смешанный.
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оптической плотности А655 без ингибитора (1) и в
присутствии эскулетина (2–7). Как видим, кине�
тика роста А655 характеризуется периодом индук�
ции. Продолжительность периода индукции Δτ
линейно зависит от возрастающей концентрации
эскулетина (рис. 1б) в полном соответствии с тео�
рией методов ингибирования свободнорадикаль�
ных процессов в жидкой фазе при их стационар�
ном режиме [6]. С использованием уравнений (1)
и (2) и с учетом того, что скорость инициирова�
ния Vi ≈ 2V0, так как на образование спектрально ре�
гистрируемого продукта реакции расходуется два
катион�радикала ТМБ•+, по данным рис. 2б вычис�
лен коэффициент f, равный до 1 мкМ эскулетина
1.3, а при концентрациях ингибитора 2–6 мкМ –
2.2. При малых концентрациях ингибитора на нем
гибнет одна радикальная частица, а при больших
в среднем – два катион�радикала ТМБ•+.

Зависимости в координатах Лайнуивера–Бер�
ка (рис. 2а) подтвердили бесконкурентный харак�
тер ингибирования при псевдопероксидазном
окислении пары ТМБ�эскулетин. Из зависимо�
стей в координатах Диксона (рис. 2б) и коорди�
натах Корниш–Боудена (рис. 2в) определены ве�
личины константы ингибирования Ki, равные 9 и
10 мкМ соответственно, т.е. средняя величина
Ki = 9.5 ± 0.5 мкМ. Это означает, что эскулетин яв�
ляется высокоэффективным ингибитором окис�
ления ТМБ в псевдопероксидазной системе.

A655
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Рис. 1. Сопряженное окисление ТМБ и эскулетина в
системе MetHa–Н2О2. Кинетические кривые (а) ро�
ста оптической плотности (А655) продукта окисления
ТМБ (0.25 мМ) 1 – без ингибитора и в его присут�
ствии (мкМ): 2 – 1, 3 – 2, 4 – 3, 5 – 4, 6 – 5, 7 – 6.
Зависимость продолжительности периода индукции
(б) в накоплении продукта окисления ТМБ (Δτ, с) от
концентрации эскулетина (мкМ) в системе MetHa–
Н2О2: ЗФР, рН 7.4, 6% ДМФ, 0.25% ДМСО, 0.5 мМ
Н2О2.
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Рис. 2. Ингибирование окисления ТМБ эскулетином
в системе MetHa–Н2О2.
Зависимость обратной начальной скорости окисле�
ния ТМБ от его обратной концентрации, мМ–1 (а),
концентрации (мкМ) эскулетина (б), величины
[ТМБ]/V0 от концентрации (мкМ) эскулетина (в) в
системе MetHa–Н2О2: ЗФР, рН 7.4, 6% ДМФ, 0.25%
ДМСО, 0.5 мМ Н2О2.
(а) 1 – 0, 2 – 3, 3 – 6 мкМ эскулетина; (б) 1 – 0.1, 2 –
0.15, 3 – 0.25 мМ ТМБ; (в) 1 – 0.1, 2 – 0.15, 3 – 0.25 мМ
ТМБ.

мкМ
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Представляет интерес сравнение ингибирую�
щего действия эскулетина на окисление одного и
того же субстрата ТМБ в псевдопероксидазной
(MetHa–Н2О2) и пероксидазной (ПХ–Н2О2) си�
стеме, которые отличаются природой окисляю�
щих агентов – радикалы НО• в первом случае и
активированные комплексы I и II пероксидазы –
во втором, а также структурой гидрофобных ак�
тивных центров [8, 19]. Изучение совместного
окисления пары ТМБ�эскулетин в системе ПХ
(0.3 нМ) – Н2О2 (2 мМ) проведено при 20°С в сре�
де ФЦБ, рН 6.4, содержавшей 6% ДМФ: выбор
рН связан с резким падением активности ПХ с
увеличением рН, а максимальная активность в
окислении ТМБ обычно наблюдается при рН 5.5
[8, 12, 19]. Нами показано, что при пероксидаз�
ном окислении пары эскулетин�ТМБ в указан�
ных выше условиях отсутствуют периоды индук�
ции в накоплении продукта окисления ТМБ, а ха�
рактер зависимости скорости окисления от
концентрации ТМБ в двойных обратных коорди�
натах доказывает конкурентный тип ингибирова�
ния. На рис. 3 представлены кривые зависимости
пероксидазного окисления пары ТМБ�эскулетин в
координатах Диксона, которые подтверждают кон�
курентный тип ингибирования. По данным рис. 3
рассчитана константа ингибирования Ki, равная
1.0 мкМ. Величина Ki, найденная из зависимо�
стей Лайнуивера–Берка, равна 1.3 мкМ, т.е. сред�
няя величина в пероксидазном окислении пары
ТМБ�эскулетин составляет Ki = 1.15 мкМ. Таким
образом, ингибирующая активность эскулетина в
окислении ТМБ в пероксидазной системе в
8.7 раза выше, чем в псевдопероксидазной. Эта
разница увеличится при рН 7.4, так как ранее на�
ми показано, что величины Ki сильно снижаются

с ростом рН при пероксидазном окислении пары
ТМБ�кверцетин [20].

Алгоритм изучения пары ТМБ�ингибитор в
системе MetHa–Н2О2, использованный ранее,
применен для пары ТМБ�фраксетин, при окисле�
нии которой обнаружены периоды индукции на
кинетических кривых накопления продукта окис�
ления ТМБ. На рис. 4а показана зависимость про�
должительности периода индукции от концен�
трации фраксетина: по данным этой зависимости
вычислены коэффициенты f, равные 1.3 до 8 мкМ
и 1.7 от 8 до 24 мкМ ингибитора, т.е. на одной мо�
лекуле фраксетина гибнет 1–2 катион�радикала
ТМБ•+.

На рис. 4б в двойных обратных координатах
представлены кривые зависимости скорости окис�
ления ТМБ от его начальной концентрации, дока�
зывающие бесконкурентный тип ингибирования.
По данным зависимостей в координатах Диксона
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Рис. 3. Зависимость обратной начальной скорости
окисления ТМБ от концентрации эскулетина (мкМ)
в системе MetHa–Н2О2: ФЦБ, рН 6.4, 6% ДМФ,
0.3 нМ ПХ, 2 мМ Н2О2; 1 – 0.1, 2 – 0.2, 3 – 0.4 мМ ТМБ.
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Рис. 4. Ингибирование окисления ТМБ фраксетином
в системе MetHa–Н2О2. Зависимость продолжитель�
ности периода индукции, Δτ, с (а) в накоплении про�
дукта окисления ТМБ (0.25 мМ) от концентрации
фраксетина (мкМ) в системе MetHa–Н2О2, зависи�
мость обратной начальной скорости окисления ТМБ
от его обратной концентрации (б) в системе MetHa–
Н2О2: ЗФР, рН 7.4, 6% ДМФ, 0.25% ДМСО, 0.5 мМ
Н2О2; 1 – 0, 2 – 12, 3 – 24 мкМ фраксетина.
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(не приводятся) определена константа ингибиро�
вания Ki = 26 мкМ.

При совместном окислении пары ТМБ�дику�
марол в системе MetHa–Н2О2 в стандартных
условиях кинетические кривые накопления про�
дукта окисления ТМБ не обнаружили периода
индукции. На рис. 5а показаны зависимости на�
чальной скорости окисления ТМБ от его началь�
ной концентрации в двойных обратных коорди�
натах, доказывающие смешанный тип ингибиро�
вания. По данным рис. 5б в координатах Диксона
определена величина Ki при окислении пары
ТМБ�дикумарол, равная 15 мкМ, т.е. дикумарол –
эффективный ингибитор окисления ТМБ в псев�
допероксидазной системе.

В таблице сопоставлены количественные дан�
ные окисления кумарина и его трех оксипроиз�
водных совместно с одним и тем же субстратом
ТМБ в строго стандартных условиях. Из таблицы
следует, что тип ингибирования зависит от при�
роды биокатализатора и структуры ингибитора.
Один и тот же ингибитор эскулетин характеризу�
ется бесконкурентным характером ингибирова�
ния окисления ТМБ в системе MetHa–Н2О2 и
конкурентным типом ингибирования в системе
ПХ–Н2О2. Бесконкурентный тип ингибирования
означает взаимодействие ингибитора только с
фермент�субстратным комплексом MetHa–ТМБ,
в то время как конкурентный тип ингибирования
в пероксидазной системе означает взаимодей�
ствие ТМБ и эскулетина за связывание с актив�
ным центром ПХ и конкуренцию за активные
формы ПХ – соединения I и II. При окислении па�
ры ТМБ�кумарол в псевдопероксидазной системе
смешанный тип ингибирования означает частич�
ную конкуренцию ТМБ и дикумарола за связыва�
ние с MetHa и активные радикалы НО• – главные
окисляющие агенты в системе MetHa–Н2О2 [8].

При окислении пар ТМБ�эскулетин и ТМБ�
фраксетин в псевдопероксидазной системе чет�
ко проявляются периоды индукции в накопле�
нии продукта окисления ТМБ–катион�радикала
ТМБ•+, что связано с неферментативной обмен�
ной реакцией (3), протекающей слева направо:

ТМБ•+ + PhOH  ТМБ + PhO•. (3)

Это означает, что акцептирующие радикалы НО�
группы эскулетина и фраксетина в условиях экспе�
римента достаточно реакционноспособны, чтобы
восстанавливать катион�радикал ТМБ•+ до исход�
ного состояния, в то время как в тех же условиях
НО�группы дикумарола неспособны к реакции
(3), что подтверждается отсутствием периодов
индукции при окислении пары ТМБ�дикумарол в
системе MetHa–Н2О2. Снижение реакционной
способности НО�групп дикумарола может быть
связано с неароматической природой гетероцик�
лического фрагмента дикумарола.

Отсутствие периода индукции в образовании
продукта окисления ТМБ в системе ПХ–Н2О2–эс�
кулетин объясняется значением рН 6.4, при кото�
ром окислялась пара ТМБ�эскулетин: в этих
условиях акцепторы радикалов НО�группы эску�
летина протонированы, что сильно снижает их
реакционную способность в обменном процессе
(3) [20]. 

Из таблицы следует, что в соответствии с вели�
чинами константы ингибирования Ki оксипроиз�
водные кумарина могут быть расположены в ряд
по убывающей ингибирующей активности в
окислении ТМБ: эскулетин > дикумарол > фрак�
сетин (величины Ki – 9.5; 15 и 26 мкМ соответ�
ственно). Отметим, что активность эскулетина в
системе ПХ–Н2О2 еще выше (Ki = 1.15 мкМ). Сни�
жение ингибирующей активности у дикумарола
может быть связано с “внеароматическим” распо�
ложением обеих НО�групп, а у фраксетина – с ме�
тилированием одной из активных НО�групп. Наи�
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Рис. 5. Ингибирование окисления ТМБ дикумаролом
в системе MetHa–Н2О2. Зависимость обратной на�
чальной скорости окисления ТМБ от его обратной
концентрации, мМ–1 (а) и от концентрации (мкМ)
дикумарола (б) в системе MetHa–Н2О2: ЗФР, рН 7.4,
6% ДМФ, 0.25% ДМСО, 0.5 мМ Н2О2; 1 – 0, 2 – 0.15,
3 – 0.25 мМ ТМБ.
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более оптимальной для взаимодействия с радикаль�
ными частицами оказалась структура эскулетина с
6,7�ди�окси�группами в сравнении с фраксетином с
7,8�ди�окси�группами, т.е. 8�НО�группа, вероят�
но, малоактивна в реакциях с радикалами в бе�
лок�содержащих биохимических системах.

В системе ПХ–Н2О2 при рН 6.4 среди много�
численных изученных нами фенольных ингиби�
торов [8, 9] эскулетин обнаружил рекордную ин�
гибирующую активность (Ki = 1.15 мкМ) и превос�
ходит флавоноиды растительного происхождения,
самые активные из которых в пероксидазной си�
стеме при рН 6.3 кверцетин и морин характеризу�
ются величинами Ki, равными 11.5 и 22.5 мкМ
[20]. Таким образом, поиск и характеристика эф�
фективных антиоксидантов растительного про�
исхождения являются необходимыми и должны
быть продолжены.

Данная работа выполнена при финансовой
поддержке Международного научно�техническо�
го центра (МНТЦ) по проекту В�1746.
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Antioxidant Activity of Hydroxy Derivatives of Coumarin
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Abstract—The inhibition efficiency (antioxidant activity) of hydroxy derivatives of coumarin, such as escu�
letin, dicumarol, and fraxetin, was studied in the methemalbumin–H2O2–tetramethylbenzidine (TMB)
pseudoperoxidase system at 20°C in a buffered physiological solution (pH 7.4) containing 6% DMF and
0.25% DMSO. The inhibitor’s efficiency was quantitatively characterized by the inhibition constants
(Ki, μM) and the inhibition degree (%). The Ki values for esculetin, dicumarol, and fraxetin were 9.5, 15, and
26 μM, respectively. Esculetin and fraxetin inhibited pseudoperoxidase oxidation of TMB in a noncompeti�
tive manner; dicumarol, in a mixed manner. The inhibiting activity of esculetin in peroxidase�catalyzed TMB
oxidation at pH 6.4 is characterized by a Ki value equal to 1.15 μM, and the inhibition process is competitive.
Esculetin was found to be the most effective antioxidant of plant origin among all derivatives previously stud�
ied in model biochemical systems.
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Propionate can serve as a carbon and energy source
in a range of microbes. Propionate oxidation occurs in
two steps. First it is activated to propionyl�CoA by the
enzyme propionyl�coenzyme A synthetase (PCS,
EC 6.2.1.17). Next, the propionyl�CoA is converted
to pyruvate by the 2�methylcitric acid cycle [1]. In this
variant of the tricarboxylic acid cycle, propionyl�CoA
is condensed with oxaloacetate to form 2�methylci�
trate. After conversion to 2�methylisocitrate this com�
pound is cleaved to form succinate (which regenerates
the oxaloacetate) and pyruvate.

Propionyl�CoA synthetase (PCS) is a member of
the adenylate�forming enzyme superfamily all of
which catalyze a two step reaction involving an en�
zyme�bound acyl�adenylate intermediate. In the case
of PCS, the two half reactions are:

PCS + propionate + ATP → PCS · propionyl�AMP + PPi

PCS · propionyl�AMP + CoASH → PCS + AMP + 
+ propionyl�CoA

PCS activity in Salmonella typhimurium is regulat�
ed by a sophisticated mechanism discovered by the Es�
calante�Semerena laboratory [1–3] based on their
earlier work with acetyl�CoA synthetase [4]. PCS is
inactivated by propionylation of a Lys residue in active
site [5] in a reaction where propionyl�CoA is the pro�
pionyl donor. This feedback loop allows high propio�
nyl�CoA levels to down regulate the mechanism for its
synthesis. It was found that the enzyme was reactivated
by the Salmonella sirtuin CobB, which catalyzed the
transfer of the propionyl group to NAD+ to form O�
propionyl ADP�ribose thereby liberating the essential
Lys residue [5, 6].

During the course of our recent studies on modu�
lating acyl�CoA levels in E. coli in order to increase its
capacity for producing modified fatty acid synthesis
intermediates as a biological source of industrial
chemicals we realized that there is a second potential
regulatory system for E. coli PCS that involved a re�
versible oxidation and reduction of a disulfide bond
within the enzyme. The purpose of this study was to
confirm and characterize this potential redox regula�
tion through biochemical studies on the isolated en�
zyme and to use site�directed mutagenesis to identify
the specific amino acid residues involved. We showed
that oxidation of the isolated enzyme results in its in�
activation while reduction causes the enzyme to be ac�
tivated. This mechanism is independent of the propi�
onylation mechanism described above and may be in�
volved in further control of enzyme activity.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, culture media and growth condi�
tions. All chemicals were purchased from Sigma
Chemical Co. (USA) unless otherwise stated. E. coli
DH5α strain was obtained from New England Biolabs
(USA); TOP10 strain and Arctic Express (DE3) were
purchased from Invitrogen (USA) and from Strat�
agene (USA), respectively. E. coli strains were cultured
at 37°C unless otherwise indicated in Luria�Bertani
(LB) broth. Antibiotics ampicillin (100 μg/ml), gen�
tamicin (20 μg/ml) or kanamycin (50 μg/ml) were
used in rich medium.

DNA manipulations. Restriction endonucleases,
DNA polymerase, and T4 DNA ligase were from In�
vitrogen Corporation (USA). DNA was sequenced us�
ing 3730×l DNA analyzer (Applied Biosystems,

E. coli PROPIONYL�CoA SYNTHETASE IS REGULATED 
in vitro BY AN INTRAMOLECULAR DISULFIDE BOND
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The E. coli propionyl�CoA synthetase (PCS) was cloned, expressed, purified, and analyzed. Kinetic analyses
suggested that the enzyme preferred propionate as substrate but would also use acetate. The purified, stored
protein had relatively low activity but was activated up to about 10�fold by incubation with dithiothreitol
(DTT). The enzyme activation by DTT was reversed by diamide. This suggests that the protein contains a reg�
ulatory disulfide bond and that the reduction to two sulfhydryl groups activates PCS while the oxidation to a
disulfide leads to its inactivation. This idea was tested by sequential mutagenesis of the 9 Cys in the protein to
Ala. It was revealed that the C128A and C315A mutants had wildtype enzyme activity but were no longer ac�
tivated by DTT or inhibited by diamide. The data obtained indicate that two Cys residues could be involved
in redox�regulated system through formation of an intramolecular disulfide bridge in PCS. 
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USA). Oligonucleotide primers were synthesized by
Integrated DNA Technologies (USA). Unless other�
wise stated, DNA manipulations were performed es�
sentially as described by Maniatis et al. [7].

Gene cloning and plasmid constructions. The E. coli
(k�12) genomic DNA was isolated using the
GenEluteTM Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma,
USA). The coding sequence of the PCS enzyme was
amplified by PCR with the E. coli genomic DNA as a
template. The following two oligonucleotide primers
were used: (i) a sense primer, 5'�AAGCTTAT�
GTCTTTTAGCGAATTTTA�3' containing a HindIII
recognition site (underlined) and 20 nucleotides of
PCS starting with the ATG start codon; and (ii) an an�
tisense primer, 5'�CTCGAGCTCTTCCATCGC�
CTGGCGGA�3' containing a XhoI recognition site
(underlined) and 20 nucleotides that are complemen�
tary to the 3'�end sequence of PCS without the TAG
stop codon. The amplified DNA was subcloned into
pGEM T�Easy vector and sequenced. The DNA was
digested with HindIII and XhoI and then inserted into
the respective sites of pET�24b to make pET24b�PCS. 

Site�directed mutagenesis. Site�directed mutations
were made by recombinant PCR [8]. Plasmid
pET24b�PCS was used as mutagenesis template. The
PCR amplifications were carried out with PlatinumTM

Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen,
USA). The 50 μl PCR reaction used 50 ng of tem�
plates, 1 mM primer pair, 200 mM dNTPs, and 2U of
DNA polymerase. The extension reaction was initiat�
ed by pre�heating the reaction mixture to 94°C for
3 min; 30 cycles of 94°C for 1 min, 52°C for 1 min and
72°C for 1.5 min; followed by incubation at 72°C for
10 min. The mutagenesis was made by two rounds of
PCR. The first round used the sense primer for PCS
gene with the antisense primer containing the site�di�
rected mutation, and the antisense primer for the PCS
gene with the sense primer containing the site�direct�
ed mutation in two independent PCR reactions. The
two PCR products from the first round reactions were
purified by the WizardSV Gel and PCR Clean�up Sys�
tem (Promega, USA) after agarose gel electrophoresis.
For the second round PCR reaction 1 μl from each of
the two PCR products was mixed with 8 μl of dH2O
and 1 μl of the mixture provided the template. Sense
and antisense primers for PCS were used as primers for
the second round PCR. The PCR products were puri�
fied as before and cloned into pGEM T�Easy vector
and transformed into TOP10 competent E. coli cells
(Invitrogen, USA). A total of 10 colonies for each mu�
tagenesis were selected and their plasmids were isolat�
ed and sequenced. The plasmids with desired muta�
tion were digested with HindIII and XhoI and then in�
serted into the respective sites of pET�24b for
expression as a His�tagged fusion protein.

Overexpression of PCS in E. coli and its purifica�
tion. For high level protein expression, plasmid
pET24b�PCS and the 9 PCS Cys to Ala mutants were

electroporated into ArcticExpress (DE3) E. coli com�
petent cells (Stratagene, USA). The transformed cells
were grown in 10 ml LB medium containing 50 μg/ml
kanamycin and 20 μg/ml gentamicin and shaken at
24°C. After overnight cultivation, the cultures were in�
oculated into 500 ml of the same medium, and shaken
at 24°C for 24 h. The cultures were induced by IPTG
(final concentration is 0.1 mM) and shaken at 10°C
for 24 to 48 h.

The cells were harvested by centrifugation, washed
twice in 500 mM potassium phosphate buffer (pH 8.0),
and then disrupted by sonication on ice using 6 × 10 s
bursts at high intensity with 10 s cooling periods be�
tween bursts to prepare a cell�free extract. After cen�
trifugation (3000 × g for 15 min at 4°C) the superna�
tant was applied to a 2 ml ProbondTM Nickel�Chelat�
ing Resin (Invitrogen, USA) column. All purification
procedures were performed at 0 to 4°C according to
the ProbondTM instruction manual. The enzyme was
eluted from the column with 8 ml of native elution
buffer (50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 250 mM
imidazole, pH 8.0) and stored at 4°C. The homogene�
ity of the purified protein was confirmed by SDS�
PAGE.

PCS assay. PCS activity was assayed by measuring
the amount of [14C] propionyl�CoA produced from la�
beled 14C�propionate [9, 10]. The assay mix contained
25 mM Tris�HCl, 50 mM KCl, 0.25 mM CoASH,
2.5 mM [1�14C] K�propionate (4 × 106 cpm/μmole),
2.5 mM ATP, 5 mM MgCl2 (pH 8.0) in a total volume
of 0.1 ml. The amount of enzyme used ranged from 2.6
to 4.1 μg per assay for the purified enzyme and from 90
to 131 μg per assay for the crude bacterial extract. After
30 min of reaction at 26°C, a 75 μl aliquot of the reac�
tion mix was transferred to a 2.5 cm DE�81 filter disk
(Whatman, USA) which was promptly quenched in
2% acetic acid with 100 mM Na propionate. The filter
disks were subjected to three 5�min washes in the same
solution of acetic acid and Na propionate, rinsed
briefly in acetone, and air dried. The amount of filter�
bound radiolabeled propionyl�CoA was determined
by liquid scintillation counting. Assays were per�
formed in duplicate or triplicate. One unit of activity
was defined as 1 μmol of propionyl�CoA produced per
minute.

RESULTS

Characterization of recombinant purified PCS.
PCS recombinant His�tag fusion protein was affinity
purified and characterized by SDS�PAGE analysis.
Two bands were observed following Coomassie Blue
staining. One band had the expected molecular mass
of approximately 70 kDa while the second band, ten�
tatively identified as a PCS degradation product, had a
lower molecular weight (Fig. 1). Average overall yield
of recombinant protein was estimated at about 2 mg of
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fusion protein purified per liter of induced E. coli cell
culture.

The ability of the expressed PCS to use propionate
and acetate as substrates was analyzed. When using
propionate as substrate for the enzyme, the Vmax is
0.43 U/mg, and the Km is 0.052 mM; when using ace�
tate as substrate, the Vmax is 0.17 U/mg, and the Km is
2.13 mM. Attempts were made to use isobutyrat as
substrate, but no activity was detected. Clearly propi�
onate is the preferred substrate for the enzyme with lit�
tle activity toward acetate expected at physiological
substrate concentrations. 

The effect of redox reagents on the PCS activity.
PCS activity was greatly increased by preincubating
the enzyme with the reducing agent dithiothreitol
(DTT). Maximal enzymatic activity was observed at a
DTT concentration of 10 mM (Fig. 2). In the absence
of added DTT, the PCS activity was only 10% to 20%
of maximum.

The results of DTT and diamide treatments of the
E. coli PCS enzyme are shown in Fig. 3. Samples of
enzyme were preincubated with 10 mM DTT or
10 mM diamide (sometime followed by DTT) for
30 min before the enzyme activity was assayed. The
enzyme was activated by DTT and inhibited by dia�
mide in a reversible manner. In our previous work, we
found that the Arabidopsis acetyl�CoA synthetase also
shows the same property, and it was assumed to con�
tain a redox�sensitive thiol group [10]. The similar re�
sults with the E. coli PCS suggest that it contains a re�
dox active thiol group and that the enzyme is active

when the thiols are reduced to two Cys and inactive
when they are oxidized to a cystine residue.

Characterization of the role of Cys residues in PCS.
There are 9 Cys in the E. coli PCS. To directly test the
role of each cysteine in the redox regulation, a series of
site specific Cys to Ala mutations were constructed,
and the mutant proteins were expressed in E. coli. PCS
activity was measured in crude extracts of bacterial
cells with or without added DTT (Table 1). The wild
type and most of the mutant enzymes were activated
from 4 to 10�fold by DTT treatment. Activation was
always less in crude extracts than in purified proteins
suggesting that the Cys residues became more oxidized
during the purification process. The two exceptions
were C315A and C128A. For these two mutants DTT

MW 1 2 3 4
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75
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37

25

15

10

Fig. 1. Expression of E. coli PCS analyzed by SDS�PAGE.
MW – molecular weight markers; 1 – crude extract from
E. coli transformed with pET24b; 2 – crude extract from
E. coli transformed with pET24b�PCS; 3 – crude
pET24b�PCS sample purified with a nickel column and
run without DTT in SDS loading buffer; 4 – crude
pET24b�PCS sample purified with a nickel column and
run with DTT in the SDS�PAGE loading buffer. The arrow
indicates the expected position of PCS.
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Fig. 2. The effect of different DTT concentrations on the
activity of E. coli PCS. The purified enzyme was incubated
with the indicated DTT concentration for 30 min before
the enzyme assay. 
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Fig. 3. The effect of DTT and diamide on E. coli PCS ac�
tivity. 1 – PCS preincubated without DTT for 30 min; 2 –
PCS preincubated with 10 mM DTT for 30 min; 3 – PCS
preincubated with 10 mM diamide for 30 min; 4 – enzyme
preincubated with 10 mM diamide for 30 min and then
with 10 mM DTT.
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activation was only about 1.5 fold. In other words,
these two mutant enzymes were functionally fully ac�
tivated without the DTT treatment. Also neither mu�
tant enzyme was inhibited by more than 50% by dia�
mide treatment (data not presented). These results
suggest that the disulfide bond(s) that was reduced by
DTT treatment and formed by diamide treatment in�
volved Cys 128 and Cys 315.

It is interesting that none of 9 Cys to Ala mutants
had activity in the presence of DTT that was less than
60% of the activity of the wildtype enzyme. These data
include the Cys 128 and Cys 315 mutants. This sug�
gests that none of these Cys residues is essential for the
catalytic function of PCS and that the redox control of

the enzyme’s activity is not directly caused by regulat�
ing the catalytic core of the active site.

Based on the results presented above, the most rea�
sonable explanations for the redox control shown are
either an intramolecular disulfide bond formed be�
tween C128 and C315 of one protein molecule or
bonds involving these two residues on different PCS
molecules. These could include intermolecular
C128–C315, C128–C128, or C315–C315 bonds (in
the latter two cases reduction of both bonds would be
necessary for full activation). This question was ap�
proached by examining how the oxidized and reduced
forms of the proteins migrated in SDS�PAGE. As can
be seen in Fig. 1, there is no apparent difference in the
migration of the protein following DTT treatment.
This indicates that the disulfide bonds were not be�
tween two PCS molecules and that C128 and C315 are
joined by an intramolecular disulfide bond.

Earlier work has demonstrated that the Salmonella
PCS is regulated by the reversible propionylation of a
Lys residue at the active site of the enzyme [5]. The en�
zyme CobB catalyzes the removal of the propionate
from the active site Lys and the subsequence reactiva�
tion of PCS. While this process is mechanistically dif�
ferent from the redox process described here we con�
firmed that these types of regulation of enzyme activity
were independent mechanisms (Fig. 4). With the puri�
fied wildtype PCS preparation from E. coli used in this
experiment both DTT treatment and incubation with
recombinant CobB protein and NAD+ each indepen�
dently increase the in vitro rate of PCS by approxi�
mately 5�fold. When DTT and CobB/NAD+ were
added at the same time, PCS activity increased over
25�fold. Clearly, the two mechanisms of regulation of
the PCS activity function independently.

DISCUSSION

PCS is the first committed step in propionate me�
tabolism and has been shown to be regulated by a feed�
back inhibition that involves the reversible propionyla�
tion of an essential Lys residue [5]. In this report we
have identified a potential redox�dependent regula�
tion of this same enzyme. The reversible formation of
an intramolecular disulfide bond between C128 and
C315 appears to have the potential to control the
E. coli PCS activity in vitro. The formation of the
bond, either naturally or following treatment with di�
amide inhibited the enzyme while reduction with
DTT stimulated activity. Mutagenizing either of these
Cys residues to Ala resulted in an enzyme that is fully
activated irrespective of the redox treatment of the
protein.

The E. coli PCS appears to undergo redox regula�
tion in vitro via an intramolecular sulfhydryl�disulfide
mechanism. Does this mechanism contribute to regu�
lating propionate metabolism in vivo? Generally it is
assumed that structural disulfides in the cytosol of

Role of Cys in E. coli PCS activity and DTT activation of
the enzyme. PCS proteins with the indicated Cys to Ala
mutants were expressed in E. coli. The cells were disrupted
and the enzyme activities measured with or without incuba�
tion in DTT

Type of PCS PCS activity + 10 mM 
DTT, U/mg protein

DTT activation, 
fold

WT 0.36 ± 0.01 5.0

C47A 0.45 ± 0.03 4.0

C54A 0.50 ± 0.03 9.4

C236A 0.48 ± 0.02 10.3

C279A 0.24 ± 0.01 4.5

C431A 0.41 ± 0.01 4.2

C450A 0.44 ± 0.03 7.8

C602A 0.22 ± 0.01 10.2

C315A 0.83 ± 0.03 1.5

C128A 0.51 ± 0.07 1.5

PCS, U/mg protein

1 2 3 4

3.0

2.5

2.0

1.5
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0.5

0

Fig. 4. The activation of the wildtype E. coli PCS by DTT
and CobB/NAD+. The enzyme was incubated in the con�
ditions indicated for 30 min before activity was assayed.
1 – control; 2 – +10 mM DTT; 3 – +0.40 µg of CobB and
1 mM NAD+; 4 – +0.40 µg of CobB, 1 mM NAD+ and
10 mM DTT.
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E. coli are fully reduced and that disulfide oxidation
does not occur until the proteins are exported to the
periplasm. This process is not the general result of the
redox level in the cytosol but is specifically catalyzed
by the thioredoxins and glutaredoxin of the thioredox�
in and glutathione/glutaredoxin pathways [11]. Not all
cytosolic proteins in E. coli, however, are reduced with
the best known example the OxyR transcription factor
containing a disulfide group that can either be oxi�
dized or reduced under physiological conditions [12].
Additional work will be needed in the future to deter�
mine of this redox regulation is physiologically signif�
icant and if so how it interacts with the propionylation
system.
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Исследования последних десятилетий показа�
ли, что в природных экосистемах большинство
бактерий существуют в виде специфически орга�
низованных биопленок, прикрепленных к суб�
стратам [1–3]. Биопленки представляют собой
высокоорганизованное, структурированное со�
общество, создаваемое бактериями одного или
нескольких видов [3, 4]. Микробное сообщество
функционирует в биопленке как скоординиро�
ванный консорциум, погруженный в экзополи�
мерный матрикс синтезированных им внеклеточ�
ных компонентов: полисахариды, липиды, белки,
нуклеиновые кислоты и другие вещества [4–6].
Экзополимеры бактерий играют важную роль не
только в формировании структуры биопленки, но
и во взаимодействии биопленки с поверхностью,
на которой она развивается. Образование биоплен�
ки всегда сопровождается модификацией поверх�
ности и изменениями свойств бактерий в сообще�
стве [2, 6]. 

Развитие и функционирование микробных со�
обществ в биопленке не всегда учитывается долж�
ным образом при оценке их роли в окружающей
среде, особенно в местах, подвергаемых антропо�
генному воздействию. Такими, в частности, явля�
ются зоны прокладки подземных коммуникаций:
тепломагистралей, нефте� и газопроводов. 

Ранее нами было показано, что в грунте, кото�
рый непосредственно соприкасается с поверхно�
стью трубопроводов, формируется сульфидоген�
ное микробное сообщество, способствующее воз�

никновению очагов биокоррозии [7]. Основную
роль в микробной коррозии стали играют сульфат�
редуцирующие бактерии, которые принимают не�
посредственное участие в биоэлектрохимическом
процессе, протекающем на поверхности металла, в
биопленке [7–9]. Нами установлено, что наряду с
сульфатредукторами, доминантными представите�
лями такого сульфидогенного сообщества являют�
ся бактерии родов Bacillus и Pseudomonas [10].

Однако, несмотря на многочисленные работы,
посвященные исследованиям биопленок, в на�
стоящее время в литературе мало сведений о фор�
мировании биопленки на стали коррозионно�
агрессивным микробным сообществом и роли
экзополимерного комплекса в коррозионном
процессе.

Цель работы – изучение состава экзополимер�
ного комплекса, синтезированного моно� и ассо�
циативными культурами, выделенными из есте�
ственного сульфидогенного сообщества, и опре�
деление роли его доминантных представителей в
формировании биопленки на поверхности стали.

МЕТОДИКА

Объекты исследования. В работе использованы
бактерии Desulfovibrio sp. 10, Bacillus subtilis 36 и
Pseudomonas aeruginosa 27, выделенные нами из
биопленки, сформированной на стали�3 [10], а
также исскуственно созданная из вышеуказан�
ных монокультур ассоциация. Для создания ассо�

РОЛЬ ЭКЗОПОЛИМЕРНОГО КОМПЛЕКСА В ФОРМИРОВАНИИ 
БИОПЛЕНКИ НА ПОВЕРХНОСТИ СТАЛИ КОРРОЗИОННО&
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Исследован состав экзополимерных комплексов (ЭПК), синтезируемых монокультурами De$
sulfovibrio sp. 10, Bacillus subtilis 36, Pseudomonas aeruginosa 27 и микробными ассоциациями, прини�
мающими участие в коррозии металлических поверхностей. Методом газожидкостной хроматогра�
фии (ГЖХ) проведен анализ моносахаридного состава углеводных компонентов и жирнокислотно�
го состава липидной части ЭПК. Установлено, что в условиях биопленки бактерии синтезировали
полимеры, в которых преобладала глюкоза, а при росте в суспензии отмечено высокое содержание
рамнозы. В составе ЭПК B. subtilis 36, P. aeruginosa 27 выявлены гексуроновые кислоты и гексозами�
ны. Обнаружены качественные отличия жирнокислотного состава экзополимеров в биопленке и в
бактериальной суспензии. Показано, что при переходе к биопленочной форме роста, степень нена�
сыщенности жирных кислот в экзополимерах ассоциативных культур возросла. Полученные ре�
зультаты могут быть использованы для разработки методов борьбы с микробной коррозией метал�
лических поверхностей.
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циации использовали выращенные на жидкой
среде Постгейта “В” [11] культуры бактерий Des$
ulfovibrio sp. 10, B. subtilis 36 и P. aeruginosa 27 в экс�
поненциальной фазе роста. Суспензии бактерий
смешивали в соотношении 1 : 1 : 1. Параллельно
на среде Постгейта “В” выращивали естествен�
ную сульфидогенную ассоциацию бактерий, вы�
деленную нами ранее из грунта, отобранного на
поверхности трубы действующего газопровода в
Карпатах. 

Изучение развития бактерий в бактериальной
суспензии и биопленке, образованной на сталь�
ных пластинах, проводили в условиях лаборатор�
ного опыта. Исследования проводили во флако�
нах объемом 500 мл, заполненных питательной
средой Постгейта “В”, инокулированной в зави�
симости от варианта опыта одной или нескольки�
ми культурами бактерий в экспоненциальной фа�
зе роста. Количество посевного материала со�
ставляло 10% от объема среды, начальный титр
монокультур – 107 кл./мл. Во флаконы погружали
подвешенные на леске образцы стали�3 размером
4.8 × 1.5 × 0.5 см, предварительно взвешенные,
простерилизованные и обработанные 6 н. H2SO4

для снятия оксидных пленок и активизации элек�
трохимических процессов [12]. Затем флаконы
герметически закрывали резиновыми пробками и
инкубировали при 28°С в течение 90 сут. Каждый
опыт ставили в 3 повторностях. Показателем раз�
вития бактерий было накопление биомассы (по
белку) и сероводорода. Содержание клеточного
белка определяли по методу Лоури. Для этого
клетки биопленки и суспензии разрушали ультра�
звуком 2 мин трижды с интервалом 1 мин на при�
боре УЗДН�2Т (СССР). Центрифугировали для
осаждения клеточных стенок при 7000 g 30 мин,
сливали надосадочную жидкость и измеряли в
ней содержание белка. Накопление сероводорода
в среде определяли методом йодометрического
титрования [13]. 

Выделение экзополимерного комплекса (ЭПК).
Для выделения экзополимеров, продуцируемых
клетками биопленки, образцы стали�3 извлекали
из культуральной среды и погружали в 100 мл
0.1 М фосфатного буфера (рН 7.0). Биопленку
снимали с образцов ультразвуком при 22 кГц (30 с),
обработку проводили дважды с интервалом 30 с
на приборе УЗДН�2Т (СССР). Полученную сус�
пензию центрифугировали при 15000 g и 20°C в те�
чение 40 мин для отделения клеток. Надосадочную
жидкость диализировали в дистиллированной воде
3 сут [14]. Полученные диализаты упаривали на ро�
торном испарителе (“Heidolph”, Германия) до
50 мл для концентрирования раствора экзополиме�
ров, затем лиофилизировали. В осажденных после
центрифугирования клетках определяли количе�
ство белка, как описано выше. После удаления
биопленки образцы стали обрабатывали раство�

ром для снятия продуктов коррозии следующего
состава: серная кислота 84 г, лимоннокислый ам�
моний двузамещеннный 100 г, тиомочевина 10 г,
вода дистиллированная 880 мл. Срок экспозиции
10–40 мин, затем образцы промывали дистилли�
рованной водой, высушивали фильтровальной
бумагой и взвешивали. О коррозионной агрессив�
ности бактерий судили по уменьшению массы ста�
ли по сравнению с исходной на единицу площади
поверхности пластины в единицу времени [12].

Экзополимерный комплекс, продуцируемый
клетками в суспензии, выделяли из супернатанта
после центрифугирования при 15000 g и 20°C,
40 мин, как описано выше.

Моносахаридный состав ЭПК. Определение
проводили методом газожидкостной хроматогра�
фии. Для анализа образцы предварительно обраба�
тывали, согласно процедуре [15]. К 2 мг лиофили�
зированного препарата добавляли 0.4 мл 2 н. HCl.
Полученную смесь ЭПК запаивали в ампулу, за�
тем проводили гидролиз в течение 4–5 ч при
100°С. Гидролизат упаривали досуха и трижды
промывали дистилированной водой на роторном
испарителе при 45–50°С. Пробу ресуспендирова�
ли в 1 мл дистиллированной воды и добавляли
боргидрид натрия. Образцы оставляли в темном
месте на 12 ч, затем пробы нейтрализовали с по�
мощью катионита КУ�2 в Н+�форме. Катионит
удаляли фильтрованием на стеклянном фильтре
№ 4 с размером пор 5–15 мкм, фильтрат упарива�
ли досуха, трижды промывали метанолом, упари�
вали на роторном испарителе при комнатной
температуре и добавляли 0.5 мл пиридина и 0.5 мл
уксусного ангидрида, выдерживали при 100°С
15 мин. Полученную смесь упаривали досуха в
несколько этапов, добавляя метанол и дистилли�
рованную воду. Образцы ресуспендировали в 2–
3 мл хлороформа и центрифугировали при 5000 g
20 мин. Супернатант упаривали досуха. 

Анализ полученных производных нейтраль�
ных моносахаридов в виде их полных ацетатов
полиолов проводили на газовом хроматографе
6890N с масс�спектрометрическим детектором
5973 inert (“Agilent Technologies”, США). Колонка
капиллярная DB�225ms (J&W Scientific) 30 м ×
× 0.25 мм × 0.25 мкм. Хроматографическое разде�
ление проводили в изотермическом режиме при
220°С, газ�носитель – гелий, скорость потока че�
рез колонку – 1.0 мл/мин. Температура испарителя
250°С, ввод пробы с разделением потока 1 : 100,
температура ГХ�МС интерфейса 280°С. Детек�
цию проводили в режиме сканирования в диапа�
зоне 100–600 m/z. 

Определение кислых и нейтральных моноса�
харидов проводили в виде их ацетилированных
метилгликозидов, которые анализировали на ко�
лонке HP�5MS по следующей температурной
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программе: 150°С – 5 мин, от 150 до 250°С – по
3°С за 1 мин, 250°С – 10 мин [16].

Определение жирнокислотного состава липид&
ной части ЭПК. К лиофильно высушенному ЭПК
(5–10 мг) добавляли 1.5 мл смеси хлористого ме�
тилена и метанола (2 : 1), после интенсивного
встряхивания оставляли на 12 ч. Далее добавляли
2 мл воды, встряхивали 10 мин, оставляли до рас�
слоения фаз и отбирали нижнюю фазу (0.5 мл),
которую переносили в ампулу емкостью 5 мл,
упаривали досуха на роторном испарителе при
40°С, высушивали 2 ч в вакуумном эксикаторе
над КОН, добавляли 1 мл 4 М HCl в метаноле, ам�
пулу запаивали, оставляли на 4 ч при 80°С, пере�
носили в колбочку и упаривали досуха, второй раз
с 2 мл метанола. К полученному сухому остатку
добавляли 1 мл насыщенного раствора хлорида
натрия в воде и дважды, хорошо перемешивая,
экстрагировали 2 мл хлороформа. Нижнюю фазу
отбирали и упаривали досуха. Добавляли 1.5 мл
гексана, образец переносили в емкость для ана�
лиза. ГЖХ�МС�анализ проводили на капилляр�
ной колонке HP�5 MS c 5% фенилметилсилокса�
на, размером 30 м × 0.25 мм × 0.25 мкм, при 150–
210°С (4°С/мин), газ�носитель – гелий, скорость
потока – 1 мл/мин, хроматограф 6890N с масс�
спектрометрическим детектором 5973 inert (“Agi�
lent Technologies”, США) [17].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В естественных условиях наиболее коррози�
онноагрессивные сульфатредуцирующие бакте�
рии, как правило, развиваются в микробном со�
обществе, каждый член которого может играть
определенную роль в формировании биопленки
[7–9]. Исходя из этого факта, наши исследова�
ния были сосредоточены на изучении формиро�
вания биопленки как сульфидогенным сообще�
ством, так и монокультурами Desulfovibrio sp. 10,
B. subtilis 36 и P. aeruginosa 27, постоянными ком�
понентами сообщества.

Визуальные наблюдения показали, что после
экспозиции в питательной среде с бактериями на
поверхности образцов стали образовывалась
биопленка. О развитии бактерий судили по на�

коплению биомассы как в среде, так и в биоплен�
ке (табл. 1). Установлено, что сульфидогенные ас�
социации и монокультура Desulfovibrio sp. 10 зна�
чительно лучше развивались в биопленке. По
окончании экспозиции определение клеточного
белка показало, что в биопленке его было на по�
рядок больше, по сравнению с суспензией. Зна�
чительное накопление биомассы в биопленке,
возможно, связано со способностью сульфатре�
дуцирующих бактерий к позитивному хемотакси�
су к железу [7]. Кроме того, присутствие на по�
верхности субстрата катионов Fe3+ значительно
увеличивает количество адгезированных анаэ�
робных бактерий Desulfovibrio sp. [3]. Именно хе�
мотаксис к Fe3+ и адгезия на поверхности метала
способствуют концентрации этих бактерий в спе�
цифической эконише, где вследствие электрохи�
мических процессов происходит накопление
ионов металлов и формируется коррозионно�
агрессивное микробное сообщество. Гетеротроф�
ные спутники сульфатредукторов B. subtilis 36 и
P. аeruginosa 27 синтезировали значительно мень�
ше белка в биопленке, но при этом существенно
возростало накопление их биомассы в суспензии. 

Свидетельством развития бактерий, а также их
коррозионной агрессивности было продуцирова�
ние сероводорода. При культивировании сульфи�
догенных ассоциаций и Desulfovibrio sp. 10 коли�
чество сероводорода составляло 286–332 мг/л.
Накопление сероводорода коррелировало с кор�
розионным разрушением стальных образцов, ко�
торое в монокультуре Desulfovibrio sp. 10 достигало
0.307 г м2 ч–1. Это доказывает, что сероводород,
образованный при восстановлении серы сульфа�
тов из среды ( S+6 → S–2 ), может принимать непо�
средственное участие в коррозионном процессе.
Взаимодействие сероводорода с ионами железа
приводит к образованию сульфида железа, кото�
рый служит дополнительным катодом, усиливаю�
щим электрохимические процессы [9, 18]. В куль�
туральной среде с P. aeruginosa 27 и B. subtilis 36
выявлено незначительное количество сероводо�
рода и низкая коррозионная активность. Ско�
рость коррозии в присутствии этих бактерий была
в 2–4.3 раза ниже, чем при участии сульфатредук�
торов.

Таблица 1. Метаболическая и коррозионная активность монокультур бактерий и сообществ

Культура бактерий
Белок в клетках, мкг/мл Накопление 

сероводорода, мг/л
Скорость коррозии,

 г м2 ч–1
биопленка суспензия

Ассоциация естественная 1720 159 332 ± 5.1 0.239 ± 0.01

Ассоциация искусственная 1800 100 286 ± 4.8 0.178 ± 0.003

Desulfovibrio sp. 10 1880 200 291 ± 4.4 0.307 ± 0.01

P. aeruginosa 27 75 690 48 ± 2.3 0.086 ± 0.0035

B. subtilis 36 48 485 23 ± 0.6 0.072 ± 0.0022
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Коррозионная агрессивность микробного со�
общества определяется способностью сформи�
рованной им биопленки катализировать элек�
трохимические процессы на поверхности метал�
ла, которые вызывают его разрушение [19, 20].
Важным фактором коррозии в зоне взаимодей�
ствия биопленки с металлом является экзополи�
мерный матрикс, в который погружены бактерии и
синтезируемые ими внеклеточные полимеры, так
называемый экзополимерный комплекс (ЭПК) [8,
20]. Однако роль компонентов ЭПК в общей кар�
тине биокоррозии в настоящее время четко не
определена. Известно, что доминирующим ком�
понентом экзополимерного комплекса являются
экзополисахариды, играющие ключевую роль в
адгезии и формировании структуры биопленки
[2, 6]. При взаимодействии бактерий с коррози�
руемым металлом продуцируемые экзополисаха�
риды, благодаря своим полианионным свой�
ствам, способствуют закреплению в биопленке
продуктов коррозии [20]. С другой стороны, есть
данные, что экзополисахариды некоторых бакте�
рий способны образовывать на поверхности ме�
талла плотную пленку, которая может существен�
но угнетать коррозионный процесс [21]. Целесо�
образно провести сравнительное исследование
синтеза углеводных компонентов ЭПК моно� и
ассоциативными культурами бактерий при раз�
ных моделях роста: в биопленке и среде.

Нами установлено, что состав углеводных ком�
понентов ЭПК различался в зависимости от вида
продуцирующих его бактерий и модели роста.

Характерным для экзополимерного комплекса
как биопленки, так и суспензии клеток было нали�
чие в моносахаридном составе нейтральных угле�
водов – глюкозы, галактозы, маннозы, рамнозы,
фукозы и ксилозы. В биопленке, сформированной
естественной сульфидогенной ассоциацией и мо�
нокультурами P. aeruginosa 27, B. subtilis 36, кроме
вышеуказанных углеводов, обнаружены рибоза и
арабиноза. Последние синтезировались также сус�
пензионными клетками Desulfovibrio sp. 10 (табл. 2). 

В моносахаридном составе экзополимеров
биопленки доминировала глюкоза, количество
которой достигало 25.2–36.4%. Структура матрик�
са биопленки стабилизируется в основном за счет
полисахаридов, мономерами которых чаще всего
являются гексозы, в частности глюкоза [6, 21]. 

В составе экзополимерного комплекса в среде
также преобладала глюкоза, ее содержание коле�
балось от 17.5 до 31.4%. В среде отмечено более
высокое по сравнению с биопленкой содержание
рамнозы, которая может находиться в составе
ЭПК в виде остатков рамнозы в полисахариде,
гликопротеине, гликолипиде. Больше всего рам�
нозы (до 24%), характерного компонента глико�
липидов, продуцировали культуры гетеротрофов
P. aeruginosa 27, B. subtilis 36 при стационарном вы�

ращивании. Эти бактерии являются продуцентами
рамнолипидов, которые в структуре биопленки
могут играть значительную роль в ее формирова�
нии [22]. Такое предположение подтверждается ис�
следованиями синтеза рамнолипидов в биопленке
P. aeruginosa. Авторами [23] было показано, что
продуцирование рамнолипидов P. aeruginosa не�
обходимо для предотвращения плотного при�
крепления и слипания бактерий внутри биоплен�
ки, что способствует формированию каналов, по
которым в биопленке циркулируют кислород и
продукты метаболизма.

Согласно исследованиям [6, 20], структура
биопленки в значительной степени зависит от со�
держания в составе полисахаридов моносахарид�
ных звеньев, обладающих зарядом, а именно уро�
новых кислот (галактуроновая, глюкуроновая), а
также аминосахаров (галактозамин и глюкоза�
мин). Поэтому мы обратили внимание на содер�
жание в экзополимерном комплексе именно этих
мономеров. Наибольшее разнообразие уроновых
кислот и аминосахаров выявлено в составе экзо�
полимеров гетеротрофных спутников сульфатре�
дукторов: P. aeruginosa 27, B. subtilis 36. В биоплен�
ке P. аeruginosa обнаружено в 4.6 и 1.6 раз больше
уроновых кислот и аминосахаров (соответствен�
но), чем в суспензии бактерий. Галактозамин и
глюкозамин обнаружены также в экзополимерах,
синтезируемых ассоциативными культурами. В
составе экзополимеров Desulfovibrio sp. 10 обнару�
жен только галактозамин. При сравнении моноса�
харидного состава ЭПК монокультур Desulfovibrio
sp. 10, P. aeruginosa 27 и B. subtilis 36 очевидно, что
именно гетеротрофные ассоцианты сульфатреду�
цирующих бактерий продуцировали полисахари�
ды, в составе которых выявлен наибольший
спектр нейтральных углеводов, а также уроновых
кислот и глюкозаминов, которые, как известно,
взаимодействуя с другими компонентами экзо�
полимеров с помощью карбоксильных и амино�
групп, способствуют формированию биопленки
и укреплению ее структуры [2, 14]. Кроме того,
синтезируемые бактериями полисахариды спо�
собны связывать ионы металлов и сульфиды в
матриксе, активизируя коррозионный процесс
[20].

В последние годы появились сведения о зна�
чительной роли в формировании и функциони�
ровании биопленки минорных компонентов эк�
зополимерного комплекса, а именно липидов и
жирных кислот [24–27]. Исследования ЭПК
Acidithiobacillus ferrooxidans показали, что значи�
тельную его часть составляли жирные кислоты,
которые, по мнению авторов [24], принимают
участие в адгезии клеток к сульфидным минера�
лам. При биосинтезе экзополимерного комплек�
са жирные кислоты способны ковалентно связы�
ваться с гидрофильными молекулами, образуя
поверхностно�активные соединения: гликолипи�
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ды (рамнолипиды) и липопептиды. С одной сторо�
ны, их синтез позволяет бактериям адгезироваться
на гидрофобных субстратах [25], с другой – эти со�
единения ответственны за важные этапы формиро�
вания специфической структуры биопленки, а
именно в матриксе биопленки каналов, по кото�
рым происходит активный перенос кислорода,
воды, растворенных питательных веществ, инги�
биторов и других соединений [22, 26].

Учитывая вышесказанное, мы выделили ли�
пидную составляющую ЭПК моно� и ассоциа�
тивных культур и определили ее жирнокислот�
ный состав.

В составе липидных компонентов, выделен�
ных из экзополимеров биопленки и суспензии
бактерий, обнаружены насыщенные и ненасы�
щенные жирные кислоты. В биопленке преобла�
дали насыщенные гексадекановая и октадекано�
вая кислоты (табл. 3). Количество гексадекановой
кислоты в ЭПК сульфидогенных ассоциаций, De$
sulfovibrio sp. 10 и P. aeruginosa 27 было в пределах
35.65–39.06%, октадекановой – 12.69–14.11%. В
биопленке, образованной B. subtilis 36, количе�
ство упомянутых кислот было выше и составляло
соответственно 47.34 и 19.3%. Следует отметить,
что в жирнокислотном составе липидной части
экзополимеров биопленки B. subtilis 36 отсутство�

вали β�гидроксидодекановая кислота, антиизо�
пентадекановая, гептадекановая кислоты, кото�
рые были обнаружены в биопленке сульфидоген�
ных ассоциаций, Desulfovibrio sp. 10 и P. aeruginosa
27. В биопленке выявлены также ненасыщенные
гексадеценовая (10.17–12.35%), октадеценовая
(11.63–16.8%) и октадиеновая кислоты (2.45–
3.35%).

Обнаружены качественные отличия жирнокис�
лотного состава липидной части ЭПК биопленки
и суспензии бактерий. Так, в ЭПК, синтезирован�
ном бактериями в суспензии, не выявлены при�
сутствующие в биопленке додекановая, гидроок�
сидодекановая, гептадекановая и доказановая
кислоты. В то же время ЭПК, синтезируемый сус�
пензионными клетками, содержал цис� и транс�
октадеценовые кислоты, отсутствующие в ЭПК
биопленки (табл. 4).

В липидной составляющей ЭПК как биоплен�
ки, так и суспензии идентифицированы и другие
жирные кислоты, но их количество было незначи�
тельным. При этом в липидной части экзополи�
мерного комплекса биопленки выявлены 12 жир�
ных кислот, а в суспезии – 9. Следует подчерк�
нуть, что в биопленке было выше содержание
ненасыщенных жирных кислот. Значение степе�
ни ненасыщенности при переходе от суспензион�

Таблица 3. Жирнокислотный состав липидной части ЭПК биопленки

Жирная кислота* Число атомов 
углерода

Ассоциация 
естественная

Ассоциация 
искусственная

Desulfovibrio 
sp. 10 P. aeruginosa 27 B. subtilis 36

Додекановая С12:0 1.76 1.55 1.35 1.77 1.99

β�гидрокси 
додекановая

С12:0�3�ОН 1.75 1.33 1.64 3.98 0

Тетрадекановая С14:0 7.09 6.93 7.14 6.37 7.83

Пентадекановая С15:0 4.02 4.28 4.37 3.83 4.47

Антиизопентаде�
кановая

Антиизо С15:0 1.74 1.81 2.41 1.81 0

Гексадекановая С16:0 37.48 35.65 39.06 36.76 47.34

Гексадеценовая С16:1 10.17 12.35 12.19 11.71 7.44

Гептадекановая С17:0 1.29 1.45 1.18 1.48 0

Октадекановая С18:0 14.11 13.51 12.69 13.88 19.3

Октадеценовая С18:1 15.44 16.8 15.53 15.53 11.63

Октадиеновая С18:2 3.09 3.35 2.45 2.88 0

Докозановая С22:0 2.06 0.99 0 0 0

Степень ненасыщенности 0.32 0.36 0.33 0.33 0.19

* – % от общей суммы жирных кислот.
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ной к биопленочной форме роста отличалось. В
микробных ассоциациях степень ненасыщенно�
сти жирных кислот в ЭПК биопленок существен�
но выше, чем в суспензии. Известно, что ненасы�
щенные жирные кислоты имеют большую реак�
ционную способность и могут взамодействовать с
белками, полисахаридами и др. полимерами.
Связывание липидов, в частности жирных кис�
лот, может способствовать формированию кана�
лов биопленки и усилению ее стабильности [22].
Кроме того, обсуждается роль некоторых жирных
кислот в “quorum sensing” регуляции биопленок.
В частности, цис�2�деценовая мононенасыщен�
ная жирная кислота оказалась сигнальной моле�
кулой, способной к индукции распада микроко�
лоний биопленки. Среди внеклеточных жирных
кислот бактерий возможно наличие и других сиг�
нальных молекул [27].

Таким образом, продуцируемые коррозионно�
агрессивными бактериями экзополимеры могут
способствовать адгезионным, формообразую�
щим и коммуникативным процессам, содейству�
ющим функционированию и формированию
структуры биопленки.

Наши исследования роли экзополимерного
комплекса в формировании биопленки на стали –
начальный этап моделирования микробной кор�
розии в естественных условиях. Понимание фун�
даментальных и экологических механизмов
функционирования биопленок позволит разра�
ботать новую стратегию управления по защите и

борьбы с ними, что будет способствовать созда�
нию новых методов противокоррозионной защи�
ты металлов от биокоррозионных повреждений.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Costerton J.W., Lewandowski Z., Caldwell D.E.,
Korber D.R., Lappin$Scott H.M. // Annu. Rev. Micro�
biol. 1995. V. 49. P. 711–745.

2. Lewandowski Z. Biofilms: Recent Advances in Their
Study and Control / Ed L.V. Evans. Harwood: Aca�
demic Publishers, 2000. P. 1–17. 

3. Watnick P., Kolter R. // J. Bacteriol. 2000. V. 182. № 10.
P. 2675–2679. 

4. Davey M.E., O’Toole G.A. // Microbiol. Molec. Biol.
Rev. 2000. V. 64. № 4. P. 847–867.

5. Смирнова Т.А., Дибенко Л.В., Азизбекян Р.Р., Рома$
нова Ю.М. // Микробиология. 2010. Т. 79. № 4.
C. 435–446.

6. Sutherland I.W. // Microbiology. 2001. V. 147. № 1.
P. 3–9.

7. Андреюк Е.И., Козлова И.А., Коптева Ж.П., Пиля$
шенко$Новохатный А.И., Занина В.В., Пуриш Л.М.
Микробная коррозия подземных сооружений. К.:
Наукова думка, 2005. 258 с.

8. Lee W., Lewandowski Z., Nielsen P.H., Hamilton W.A //
Biofouling. 1995. V. 8. № 3. P. 165–194.

9. Hamilton W.A. // Annu. Rev. Microbiol. 1985. V. 39.
P. 195–217.

10. Асауленко Л.Г., Абдулина Д.Р., Пуриш Л.М. // Мик�
робиол. ж. 2009. T. 72. № 4. С. 3–10.

Таблица 4. Жирнокислотный состав липидной части ЭПК суспензии бактерий

Жирная 
кислота*

Число атомов 
углерода

Ассоциация 
естественная

Ассоциация 
искусственная

Desulfovibrio 
sp. 10 P. aeruginosa 27 B. subtilis 36

Тетрадекановая С14:0 20.8 0 2.39 1.37 5.27

Гидрокситетраде�
кановая

C14:3ОН 2.88 3.32 1.53 1.77 0

Пентадекановая С15:0 0.5 0 0 0 1.59

Антиизопентаде�
кановая

Антиизо С15:0 1.03 0 0.9 1.45 4.67

Гексадекановая С16:0 27.25 33.82 27.25 31.49 40.93

Гексадеценовая С16:1 0.67 0 2.84 1.62 0

Октадекановая С18:0 42.06 34.7 30.03 30.45 27.7

Октадеценовая С18:1цис 15.9 20.7 22.67 19.03 17.55

Октадеценовая С18:1транс 7.6 7.46 12.38 12.81 2.29

Степень ненасыщенности 0.24 0.28 0.38 0.33 0.20

*– % от общей суммы жирных кислот.



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 48  № 3  2012

РОЛЬ ЭКЗОПОЛИМЕРНОГО КОМПЛЕКСА В ФОРМИРОВАНИИ БИОПЛЕНКИ 301

11. Романенко В.И., Кузнецов С.И. Экология микроор�
ганизмов пресных водоёмов. Л.: Наука, 1974. 194 с.

12. Коррозия: Справоч. изд. / Ред. Л.Л. Шраер. М.:
Металлургия, 1981. 632 с. 

13. Лурье Ю.Ю. Унифицированные методы анализа
вод. М.: Химия, 1971. 194 с.

14. Beech I., Hanjagsit L., Kalaji M., Neal A., Zinkevich V. //
Microbiology. 1999. V. 145. № 6. P. 1491–1497.

15. Albersheim P., Nevis D.J., English P.D., Karr A. // Car�
bohydr. Res. 1976. V. 5. № 3. P. 340–345.

16. Corsaro M.M., Lanzetta R., Parrilli E., Parrilli M.,
Tutino M.L. // Eur. J Biochem. 2001. V. 268. № 19.
Р. 5092–5097.

17. Варбанец Л.Д., Здоровенко Г.М., Книрель Ю.А. Ме�
тоды исследования эндотоксинов. Киев: Наукова
думка, 2006. 238 с.

18. Pérez E.J., Cabrera$Sierra R., González I., Ramírez$Vi$
ves F. // Corrosion Sci. 2007. V. 49. № 9. P. 3580–3597.

19. Kuhl M., Jorgensen B.B. // Appl. Environ. Microbiol.
1992. V. 58. № 4. P. 1164–1174.

20. Beech I., Zinkevich V., Tapper R., Gubner R., Avci R. //
J. Microbiol. Methods. 1999. V. 36. № 1–2. P. 3–10.

21. Christensen B.E. // J. Biotechnol. 1989. V. 10. № 3–4.
P. 181–202.

22. Pamp S.J., Tolker$Nielsen T. // J. Bacteriol. 2007.
V. 189. № 6. P. 2531–2539 

23. Davey M.E., Caiazza N.C., O’Toole G.A. // J. Bacteriol.
2003. V. 185. № 3. P. 1027–1036.

24. Kinzler K., Gehrke T., Telegdib J., Sand W. // Hydro�
metallurgy. 2003. V. 71. № 1–2. P. 83–88.

25. Satpute S.K., Banat I.M., Dhakephalkar P.K., Ban$
purkar A.G., Chopade B.A. // Biotechnol. Adv. 2010.
V. 28. № 4. P. 436–450.

26. Abdel$Mawgoud A.M., Lepine F., Deziel E. // Appl. Mi�
crobiol. Biotechnol. 2010. V. 86. № 5. P. 1323–1336.

27. Davies D.G., Marques C.N.H. // J. Bacteriol. 2009.
V. 191. № 5. P. 1393–1403.

Role of Polymer Complexes in the Formation of Biofilms by Corrosive 
Bacteria on Steel Surfaces
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Abstract—The composition of exopolymer complexes (EPCs), synthesized by the monocultures Des�
ulfovibrio sp. 10, Bacillus subtilis 36, and Pseudomonas aeruginosa 27 and by microbial associations involved
in the corrosion of metal surfaces has been studied. An analysis of the monosaccharide composition of car�
bohydrate components, as well as the fatty acid composition of the lipid part of EPCs, was carried out by gas–
liquid chromatography (GLC). It was found that bacteria in biofilms synthesized polymers; this process was
dominated by glucose, while the growth of bacteria in a suspension was marked by a high rhamnose content.
Hexouronic acids and hexosamine have been revealed as a part of B. subtilis 36 and P. aeruginosa 27 EPCs.
Qualitative differences were revealed in the fatty acid composition of exopolymers in biofilms and in a bacte�
rial suspension. It was shown that the transition to a biofilm form of growth led to an increase in the unsatur�
ation degree of fatty acids in the exopolymers of associative cultures. The results can be used to develop meth�
ods to control microbial corrosion of metal surfaces.
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Многие металлы и промышленные изделия на
их основе при контакте с микроорганизмами под�
вергаются значительным коррозионным повре�
ждениям [1–2]. В работах [3–5], на основе резуль�
татов исследования коррозии алюминия и его
сплавов под воздействием грибов, нами было сде�
лано предположение, что процесс обусловлен воз�
действием на поверхность металла супероксидно�

го анион�радикала  образующегося при жизне�
деятельности микроорганизмов. Была предложена
схема инициирования коррозии и ее дальнейшего
развития, которая хорошо согласуется с данны�
ми, полученными при использовании более ши�
рокого ряда металлов [6].

Существенный ущерб металлоконструкциям в
естественной среде – почве, влажной атмосфере,
воде, наносят также бактерии. Механизм воздей�
ствия на металл некоторых видов бактерий, та�
ких, как железобактерии, сульфатредуцирующие,
нитрифицирующие, тионовые, достаточно ши�
роко изучен [7]. В то же время коррозия под воз�
действием бактерий�органотрофов, способных
использовать в качестве питательной среды орга�
нические загрязнения на поверхности металлов
(технические масла, смазки органической приро�
ды, масложировые продукты), является до сих
пор мало исследованной. Остается открытым во�
прос о начальной стадии инициирования, вызы�
вающей каскад химических превращений на по�
верхности металла, сопровождающийся глубоки�
ми коррозионными повреждениями.

Цель работы – исследование способности бак�

терий�органотрофов к образованию  как од�

2 ,− iO

2 ,− iO

ного из факторов инициирования коррозии метал�
лов, а также выявление изменений поверхности в
динамике и определение роли экзометаболитов в
развитии коррозионного процесса.

МЕТОДИКА

В качестве тест�организмов использовали сле�
дующие культуры бактерий: Echerichia coli 321�5,
Proteus vulgaris 1212, Pseudomonas aeruginosa 969,
Staphylococcus aureus 956, Staphylococcus epidermidis
1061, Streptococcus salivarius, Bacillus megaterium, ко�
торые были предоставлены Всероссийской кол�
лекцией микроорганизмов ИБФМ РАН (г. Пущи�
но, Московской обл.).

В качестве объектов исследования были вы�
браны алюминий марки АД0, сплавы на его осно�
ве Д16 (Al – 90.8%; Cu – 4.3%; Mg – 1.5%; Mn –
0.6%), Д16Т (Al – 91.7%; Cu – 3.99%; Mg – 1.39%;
Mn – 0.5%), В65 (Al – 97.2%; Cu – 4.2%; Mg –
0.25%; Mn – 0.4%), а также цинк (Zn – 99.99%; Pb,
Cd, Fe, Sn, Cu, Al – 0.01%), которые широко ис�
пользуются в качестве конструкционных матери�
алов. 

Образцы металлов предварительно шлифова�
лись до получения гладкой поверхности и поли�
ровались до зеркального блеска. После этого они
промывались водой, поверхность обезжирива�
лась тетрахлорметаном, затем этиловым спиртом,
вторично промывались водой и высушивались.
Стерилизация образцов до и после экспозиции
проводилась фламбированием. 

РОЛЬ СУПЕРОКСИДНОГО АНИОН�РАДИКАЛА
В БАКТЕРИАЛЬНОЙ КОРРОЗИИ МЕТАЛЛОВ
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Установлена способность 7 штаммов бактерий участвовать в коррозионном повреждении алюми�
ния, его сплавов, а также цинка. Наиболее активными по отношению к изучаемым металлам были
бактерии Proteus vulgaris 1212 и Pseudomonas aeruginosa 969. Показана роль супероксидного анион�
радикала в инициировании коррозионного разрушения алюминия и цинка, а также экзометаболи�
тов бактерий – органических кислот в развитии этого процесса. 
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Бактериальные культуры выращивали на
МПА в чашках Петри в термостате при темпера�
туре 37 ± 2°С и влажности воздуха 90%. Водную
суспензией суточных культур бактерий, выра�
щенных в пробирках на скошенном агаре, высе�
вали на плотную питательную среду. После чего
на поверхность питательной среды помещали
подготовленные металлические образцы (сред�
няя масса – 0.5 г) и инкубировали в термостате
при температуре 37 ± 2°С и влажности воздуха
90% в течение 3–90 сут в зависимости от цели экс�
перимента. Контрольный эксперимент проводили
в аналогичных условиях на плотной питательной
среде, не засеянной культурами бактерий.

По окончании инкубирования поверхность
образцов исследовали визуально для выяснения
изменения состояния поверхности. Оценку со�
стояния поверхности производили по разрабо�
танной бальной шкале: А – образование жидкого
экссудата; Б – локальное потускнение поверхно�
сти; В – образование полупрозрачного слоя легко
удаляемых продуктов коррозии; Г – коррозия с
образованием продуктов аморфного, рыхлого ха�
рактера (в т.ч. гидроксидов); Д – коррозия по всей
поверхности с образованием продуктов корро�
зии, покрывающих более 50% поверхности образ�
ца [3–6].

С образцов, подвергшихся длительной экспо�
зиции (около 90 сут) под воздействием бактерии
Pseudomonas aeruginosa 969, состояние поверхно�
сти которых соответствовало баллам A–Д, меха�
ническим способом собирали продукты корро�
зии, после чего определялся химический состав
собранной массы. Эксперимент проводился в
шестикратной повторности, в каждой из которых
обрабатывалась поверхность 10 образцов.

Полученная масса загружалась в аппарат Сокс�
лета для непрерывной экстракции последователь�
но диэтиловым эфиром, этилацетатом, ацетоном,
ацетонитрилом, диоксаном. Полученные экс�
тракционные растворы фильтровались, высуши�
вались над безводным Na2SO4. Органические
кислоты, содержащиеся в остатке после полного
удаления диэтилового эфира и этилацетата, пере�
водились в метиловые и триметилсилильные
эфиры по стандартным методикам и анализиро�
вались методами ГЖХ и ТСХ с использованием
веществ�свидетелей. 

Растворы в ацетоне, ацетонитриле и диоксане
концентрировали путем частичного удаления
растворителя и анализировали методами ТСХ с
использованием веществ�свидетелей на содержа�
ние свободных аминокислот и свободных орга�
нических кислот соответственно.

Газожидкостная хроматография осуществля�
лась на хроматографе Кристалл�4000 (Россия, Ме�
та�хром) с плазменно�ионизационным детекто�
ром, длина колонки 30 м; сорбент – метилсилико�

новый эластомер с толщиной пленки 0.21 мкм;
температура колонки 100–200°С, в зависимости от
нанесенного образца; температура испарителя –
270°С, детектора – 180°С; расход газа–носителя
азота – 60 см3/мин; расход воздуха 300 см3/мин.
Объем пробы составлял от 1 до 5 мкл.

Анализ методом тонкослойной хроматогра�
фии проводился на пластинах Silufol UV 254 фир�
мы “Kavalier” (Чехословакия) по стандартным
методикам [8].

Наличие в экссудате ионов калия, натрия и ам�
мония определяли методами микрохимического
анализа [9].

Возможность генерации  бактериями и
транспорт его в окружающую среду исследова�
лись нами при культивировании микроорганиз�
мов на плотной питательной среде. Бактерии
предварительно выращивались в оптимальных
условиях ( 37 ± 2°С, влажность 90%) в течение 24 ч.
При проведении опытов суспензию бактерий ки�
шечной группы (9.3 × 106 кл./мл) получали смывом
с поверхности твердой среды 0.05 М фосфатным
буфером, рН 7.4. К 2 мл полученной суспензии
бактерий добавляли 0.5 мл 0.01 М нитросинего тет�
разолия (НСТ), в параллельном опыте к получен�
ной суспензии бактерий сначала добавлялось
0.15 мл супероксиддисмутазы (СОД, 15 ед. актив�
ности), а затем НСТ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

За динамикой изменения состояния поверх�
ности металлов под воздействием бактерий на�
блюдали визуально, фиксируя характерные изме�
нения через определенные промежутки времени с
начала экспозиции (табл. 1–2).

Как видно из табл. 1, через 5–10 сут после за�
ражения на поверхности алюминия и его сплавов
появляются локальные участки с матовыми и
темными пятнами, а поверхность в целом утрачи�
вает исходный блеск. Следует отметить, что осо�
бенностью коррозионного изменения алюминия и
его сплавов при воздействии бактерий E. coli 321�5,
P. vulgaris 1212, S. aureus 956, S. epidermidis 1061,
S. salivarius, B. megaterium, в отличие от грибов,
является отсутствие образования характерного
экссудата на отдельных участках поверхности. 

Однако при воздействии бактерии P. aeruginosa
969 на сплавы алюминия Д16 и Д16Т подобное
проявление коррозии имело место через 3–5 сут –
на торцах большинства образцов формировался
экссудат с рН ≈ 10–11, наряду с полупрозрачным
слоем легко удаляемых продуктов коррозии. При
коррозии цинка на начальных стадиях процесса
образование жидкого экссудата с рН ≈ 11 (рис. 1)
происходило при воздействии всех исследуемых
бактерий, хотя и в разной степени.

2
− iO
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Как видно из табл. 1–2, по отношению к иссле�
дованным металлам бактерии проявляли различ�
ную коррозионную активность. Наиболее актив�
ными по отношению к алюминию, его сплавам и
цинку оказались P. vulgaris 1212, P. aeruginosa 969,
хотя по степени воздействия на эти два типа ме�
таллов они существенным образом различались
(рис. 2, 3). Так, на поверхности сплавов алюми�
ния под воздействием P. vulgaris 1212 уже через
5 сут наблюдалось образование полупрозрачных
продуктов коррозии, легко удаляемых с поверх�

ности образцов (рис. 2а), а через 40 сут коррозия
распространялась на всю поверхность (рис. 2б). 

Начальные этапы бактериальной коррозии в
ряде случаев были аналогичны вызываемой гри�
бами, хотя ее характерные признаки, отмеченные
в работах [3–6], были выражены менее ярко. 

Наблюдаемая аналогия дает основание счи�
тать, что процесс бактериальной коррозии также
инициируется взаимодействием супероксидного
анион�радикала, выделяемого клетками бакте�
рий, с поверхностью металла. Происходящие при

Таблица 1. Изменения поверхности сплавов алюминия в процессе коррозии под действием бактерий*

Бактерии

Время экспозиции, сут

Сплав В65 Сплав АД0

3 5 20 30 40 60 3 5, 10 15 20 30 40 60

B. megaterium А Б Б В Г Г А Б Б Б В В Г

E. coli 321'5 А Б Б Б Б В А Б Б Б Б Б В

P. vulgaris1212 А Б Г Д Д Д А Б В Г Д Д Д

P. aeruginosa 969 А Б Г Д Д Д А Б В Г Д Д Д

S. aureus 956 А Б Б В Г Г А Б Б Б В Г Г

S. salivarius А Б Б Б Б Б А Б Б Б Б Б В

Сплав Д16 Сплав Д16Т

3 5 10 20 30 40 60 3 5 10 20 30 60

B. megaterium А Б Б Б Б В В А Б В Г Д Д

E. coli 321'5 А Б Б В Г Г Г А Б Б Б Б Б

P. vulgaris 1212 А Б Б В Г Г Д А Б Б В Г Д

P. aeruginosa 969 А В Г Г Д Д Д А В Г Г Д Д

S. aureus 956 А Б Б В Г Г Д А Б В Г Г Д

S. salivarius А Б В В Г Г Г А В Г Г Д Д

*А – образование жидкого экссудата; Б – локальное потускнение поверхности; В – образование полупрозрачного слоя легко
удаляемых продуктов коррозии; Г – коррозия с образованием аморфных, рыхлых продуктов, в том числе гидроксидов; Д –
коррозия по всей его поверхности с образованием продуктов, покрывающих более 50% поверхности.

Таблица 2. Характеристика изменений поверхности при биокоррозии цинка под воздействием бактерий*

Бактерии
Время экспозиции, сут

10  20–30 35 40 50–57 64–70 90

E. coli 321'5 А А А А, Б Б, В Б, В В

P. vulgaris 1212 А А А,Б А, Б Б, В В, Г Г

P. aeruginosa 969 А А, Б А А, Б Б, В В, Г Г

S. aureus 956 А А А, Б А Б, В В В

S. epidermidis 1061 А А А, Б А, Б Б, В Г Г

* Обозначения см. в табл. 1.



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 48  № 3  2012

РОЛЬ СУПЕРОКСИДНОГО АНИОН�РАДИКАЛА 305

этом физико�химические изменения состояния
поверхности, по�видимому, аналогичны тем, ко�
торые описаны в работах [3–6].

Для подтверждения такой интерпретации на�
ми изучалась способность бактерий генерировать
супероксидный анион�радикал.

В настоящее время одним из общепринятых

методов [10] фиксации внеклеточного  являет�
ся его реакция с НСТ. Реакция проходит путем
последовательного четырехэлектронного восста�
новлении НСТ (хлорид 2,2'�ди�(4�нитрофенил)�
5,5' дифенил�3,3' (3',3'�диметокси�4,4'�дифени�
лен)�дитетразолия) с образованием сначала мо�
но�, а затем диформазана, окрашенных в глубо�
кий сине�фиолетовый цвет [11, 12].

НСТ – реагент высокочувствительный, но не�
избирательный, поскольку способен восстанав�
ливаться другими относительно слабыми восста�
новительными системами [13, 14], поэтому для
строгого заключения о возможности генерации

 биологическими объектами и его транспорта

2
− iO

2
− iO

во внеклеточную среду анализы с применением
НСТ проводятся с использованием фермента
СОД [11, 15, 16]. 

Скорость ферментативной реакции намного

выше, чем скорость реакции  с НСТ. Так, по

данным работ [12, 14], скорость реакции  с
НСТ равна 5.9 × 104 М–1 с–1, в то время как кон�
станта скорости ферментативного разложения

 имеет значение 1.9 × 109 М–1 с–1 [10]. Было
установлено, что после инкубации бактерий в те�
чение 15 мин в присутствии НСТ наблюдалось
появление синей окраски разной интенсивности.
Наиболее глубокое окрашивание фиксировалось
в опытах с бактериями P. vulgaris 1212 и P. aerugi'
nosa 969, а наименьшее – с бактерией S. epidermi'
dis 1061. В контрольных вариантах опыта, содер�
жащих СОД, водная суспензия бактерий к этому
моменту времени оставалась практически не�
окрашенной. При более длительном выдержива�
нии контрольных образцов они также приобрета�
ли синюю окраску. Очевидно, что после дезакти�

2
− iO

2
− iO

2
− iO

(а) (б)

Рис. 1. Изменение поверхности цинка под воздействием бактерий P. vulgaris 1212 (а) и P. aeruginosa 969 (б) на 3 сут экс�
позиции.

(а) (б)

Рис. 2. Динамика коррозионных разрушений образцов сплава В65 при воздействии бактерии P. vulgaris 1212: а – 5 сут;
б – 40 сут экспозиции. 

4
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вации СОД бактерии продолжали выделять в

окружающую среду  который и фиксировался
реакцией с НСТ. 

Полученные данные показывают, что некото�
рая часть внутриклеточного супероксидного ани�
он�радикала может переходить в окружающую
среду и принимать участие в химических реакци�
ях, в том числе и в реакциях на поверхности ме�
талла. Наблюдаемую при этом корреляцию между

количеством  переходящим во внешнюю сре�
ду, и интенсивностью коррозии металлов можно

рассматривать, как свидетельство участия  в
химических процессах на их поверхности.

Известно, что клеточная стенка бактерий обра�
зована фосфолипидами и гликопротеинами (гра�
мотрицательные бактерии) или гликопротеинами,
покрытыми слоем фосфорилированных много�
атомных спиртов (грамположительные) [17]. Оба
типа соединений клеточной стенки, находящиеся
в непосредственном контакте с окружающей сре�
дой, являются сильнополярными. Поэтому мож�
но предположить, что бактерии легко должны ад�
сорбироваться на полярных адсорбентах, вклю�
чая поверхность металлов, как это показано в
работах [18]. 

С учетом этих данных литературы можно пред�
положить, что именно на участках с неоднород�
ной поверхностью начинается воздействие бакте�
рий с последующими химическими превращени�

ями с участием  описанными в работах [3–6].

По�видимому, динамика коррозии металлов
тесно связана с жизнедеятельностью бактерий.
Поскольку для выращивания используется среда
с полипептидами, то в экпоненциальной фазе ро�
ста (более 18 ч) следует ожидать выделения в
окружающую среду аммиака, как продукта дез�
аминирования аминокислот. В экссудате, образу�
ющемся на поверхности металлов, подвергшихся

2 ,− iO

2 ,− iO

2
− iO

2 ,− iO

коррозии, после 3 сут экспозиции, методами мик�
рохимического анализа [9] нами, действительно,
были обнаружены ионы аммония, а также калия и
натрия, последние, по�видимому, диффундируют
в экссудат из питательной среды. Наличие ионов
калия и натрия в экссудате ранее наблюдали и при
грибной коррозии [3–6]. Таким образом, в жидком
экссудате с рН > 7.0, образующемся на начальных
стадиях бактериальной коррозии, присутствуют
гидроксиды калия и натрия, а также аммония. Ра�
нее образование жидкого экссудата с основными
свойствами, содержащего ионы аммония, было
описано также и в работах [3–6].

Образование основного экссудата при бакте�
риальной коррозии хорошо объясняется схемой,
предложенной ранее для коррозии под воздей�
ствием грибов, и является следствием участия в
коррозии металлов супероксидного анион�ради�
кала [3–6].

При длительной экспозиции вследствие авто�
лиза клеток высвобождаются клеточные метабо�
литы. В качестве главных среди них нами были
идентифицированы органические кислоты раз�
личных классов. Накопление органических кис�
лот фиксируется уже на 7–10 сут с начала экспо�
зиции и их содержание достигало 50% в продук�
тах, собираемых с поверхности алюминия после
трехмесячной экспозиции. Методом ГЖХ были
идентифицированы следующие кислоты (в виде
метиловых эфиров): каприловая, каприновая, ла�
уриновая, миристиновая, пальмитиновая, лино�
левая, олеиновая, стеариновая, арахиновая, лиг�
ноцериновая. В виде триметилсилиловых эфиров
были идентифицированы: пировиноградная, ли�
монная, фумаровая, янтарная; в виде свободных
кислот: глюконовая, малоновая, уксусная, пропи�
оновая, глутаровая, α�кетоглутаровая. Аналогич�
ные кислоты найдены среди продуктов коррозии
цинка.

Органические кислоты в состоянии взаимо�
действовать с чистой поверхностью металла с об�
разованием солей, которые во влажной атмосфе�
ре проведения эксперимента гидролизуются до
свободных кислот и гидроксидов металлов, пере�
ходящие со временем в оксидные соединения. На
завершающем этапе экспозиции роль органиче�
ских кислот в коррозионном разрушении метал�
ла, по�видимому, является ключевой.

Таким образом, нами установлено, что некото�
рые штаммы органотрофных бактерий способны
вызывать значительные коррозионные разруше�
ния цинка, алюминия и сплавов на его основе.
Показана способность бактерий выделять в окру�
жающую среду супероксидный анион�радикал и

сделано предположение об участии  в иниции�
ровании коррозии бактериями. 

2
− iO

Рис. 3. Внешний вид образца цинка, находящегося
под воздействием наиболее активного биодеструкто�
ра – бактерии P. vulgaris 1212, 90 сут экспозиции.
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Role of Superoxide Anion Radicals
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Abstract—It was found that seven strains of bacteria can cause corrosion damage to aluminum, its alloys, and
zinc. With respect to the studied metals, the most active bacteria were Proteus vulgaris 1212 and Pseudomonas
aeruginosa 969. Superoxide anion radicals were demonstrated to play a role in the initiation of corrosive dam�
age to aluminum and zinc, while bacterial exometabolites participate in the later stages of this process.
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В последние десятилетия все большее внима�
ние привлекает к себе группа патогенных микро�
организмов, жизненная программа которых со�
стоит в непрерывном переходе из окружающей
среды, где они ведут сапрофитный образ жизни, в
организмы человека и теплокровных животных, в
которых они проявляют паразитические свой�
ства, вызывая инфекционный процесс, и ревер�
сии к сапрофитизму при возврате в окружающую
среду. Возможность сапрофитного существова�
ния ряда патогенных микроорганизмов в окружа�
ющей среде, совершенно отрицаемая в недавнем
прошлом, находит все большее признание [1–6].

Научно�технический прогресс и связанная с
ним урбанизация нарушили экологическое рав�
новесие и открыли пути для проникновения па�
тогенных микроорганизмов из внешней среды в
окружение человека. Ярким примером в этом от�
ношении являются Yersinia pseudotuberculosis – воз�
будитель псевдотуберкулеза (или дальневосточной
скарлатиноподобной лихорадки) и Listeria monocy�
togenes – возбудитель листериоза [7–13].

Анализ многочисленных вспышек этих забо�
леваний показал, что чаще всего факторами пере�
дачи бактерий человеку являются овощи и корне�
плоды (блюда, приготовленные из них) и, прежде
всего свежие капуста и морковь для иерсиний, ку�
куруза и салат для листерий, в которых эти бакте�
рии активно размножаются и накапливаются в
значительных количествах, поддерживая высо�
кую степень вирулентности [14–18].

Внутри сложных ассоциаций, формируемых
микроорганизмами с растениями в естественных
и искусственных системах, складываются различ�
ные взаимоотношения [19–20]. В любом сообще�

стве эти взаимоотношения сложны и многооб�
разны. Выделяемые растениями биологически
активные вещества могут играть роль регулятора
численности бактерий в сообществе “растение–
микроорганизм”. Среди них особый интерес вы�
зывают летучие метаболиты, так как известно,
что летучие органические выделения прорастаю�
щих семян благодаря высокой проникающей
способности и доступности для усвоения, могут
быть источником углерода и энергии для микро�
организмов. В настоящее время доказано, что ряд
бактерий и грибов могут потреблять летучие ме�
таболиты прорастающих семян в качестве един�
ственного источника углерода [21–28].

Известно, что растения являются ведущим
компонентом биосферы и определяют главную
форму жизни на Земле, поэтому раскрытие зако�
номерностей взаимодействия растений и бакте�
рий важно для пониманиея распространения па�
тогенных микробов вне теплокровного организма,
а также для обоснования механизмов адаптации
эукариотических организмов к изменению усло�
вий существования, особенно при действии экс�
тремальных факторов.

Цель работы – изучение использования бакте�
риями видов Listeria monocytogenes и Yersinia
pseudotuberculosis летучих метаболитов прораста�
ющих семян растений.

МЕТОДИКА

Культуры. В качестве объектов исследования
использовали следующие штаммы бактерий из
музея НИИ ЭМ СО РАМН: грамположительные
Listeria monocytogenes (штамм 2L, 1/2а) и грамот�
рицательные Yersinia pseudotuberculosis (штамм

ВЛИЯНИЕ ЛЕТУЧИХ МЕТАБОЛИТОВ ПРОРАСТАЮЩИХ СЕМЯН 
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Изучена биологическая активность летучих метаболитов прорастающих семян капусты (Brassica ole�
acia), моркови (Daukus carota), салата (Lactuca sativa), кукурузы (Zea mays L.) в отношении Listeria
monocytogenes и Yersinia pseudotuberculosis, являющихся для последних факторами передачи. Показа�
но, что летучие метаболиты прорастающих семян могут быть для этих бактерий единственным ис�
точником углерода и энергии. Основным веществом, влияющим на их рост и размножение, явля�
ется метанол.
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512, 3515). В опыте также использовали проро�
щенные семена растений, являющиеся фактора�
ми передачи для иерсиний, – капуста (Brassica
oleacia L.), морковь (Daukus carota L.) и листерий –
салат (Lactuca sativa L.), кукуруза (Zea mays L.) [2, 7].

В качестве источника летучих метаболитов ис�
пользовали смесь из семян растений (салат, куку�
руза, капуста, морковь). Кроме того, культивиро�
вали отдельно иерсиний на метаболитах капусты
или моркови, а листерий – на метаболитах куку�
рузы или салата.

Среда. Культивирование микроорганизмов
проводили на жидкой минеральной среде без ис�
точника углерода, содержащей (%): NH4NO3 –
0.3, КН2РО4 – 0.1, MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.05, КС1 –
0.025, рН 6.8–7.0.

Летучие метаболиты. Изучение влияния лету�
чих метаболитов прорастающих семян на размно�
жение бактерий проводили с помощью специаль�
но сконструированной установки по схеме Шенк
и Стоцкого [5] в нашей модификации (рис. 1).
Обработанные семена помещали в сосуд со сте�
рильной почвой (3), который плотно закрывали
для того, чтобы в него не поступал воздух извне.
Через сосуд при помощи насоса (5) прокачивали
стерильный и очищенный от СО2 воздух. Степень
удаления углекислого газа из воздуха проверялась
пред постановкой эксперимента с помощью пор�
тативного газоанализатора Дукат�В (“Дельта”,
Россия). Стерилизацию воздуха осуществляли
ватными фильтрами (2), а очистку воздуха от СО2

проводили в ловушке (1) заполненной 30%�ным
раствором КОН. Воздух, проходящий через сосуд
с почвой и семенами, увлекал летучие метаболи�
ты и поступал в колбу с жидкой минеральной сре�
дой (4), инокулированной культурой исследуемо�
го микроорганизма. В сосуд с почвой помещали
20–40 семян, в зависимости от вида растения. Си�
стему выдерживали при комнатной температуре
20–22°С.

Инокуляцию 100 мл минеральной среды осу�
ществляли 0.1 мл 1�суточной культуры бактерий,
выращенных на агаризованной среде, содержа�
щей 102 колониеобразующих единиц (КОЕ). Че�
рез определенные промежутки времени отбирали
пробы для подсчета количества колоний. Для это�
го по 0.1 мл инокулированной жидкости с учетом
необходимых разведений высевали на плотные
среды. Для индикации иерсиний использовали
среду Серова, для листерий – казеиново�дрожже�
вой агар с глюкозой. Количество подсчитанных
колоний выражали в общепринятых единицах
lg КОЕ/ 0.1 мл. В качестве контроля использовали
сосуд с почвой без семян.

Стерилизация. Внутренние поверхности стек�
лянных частей установки тщательно обрабатыва�
ли 70%�ным раствором этилового спирта, осталь�
ные детали – автоклавированием. Семена обра�
батывали раствором марганцовокислого калия и
промывали стерильной дистиллированной во�
дой. Почву обрабатывали текучим паром трижды
по 30 мин. После обработки проводили контроль
всех частей установки, семян и почвы на наличие
посторонней микрофлоры с использованием пи�
тательного агара.

ГЖХ. Определение летучих выделений про�
растающих семян осуществляли методом газо�
жидкостной хроматографии. Для хроматографи�
ческого анализа семена проращивали в плотно
закрытых сосудах. Через 24, 48, и 72 ч воздух из
сосудов отбирали через резиновые колпачки при
помощи 1 мл шприца и вводили его в дозатор хро�
матографа.

ГЖХ летучих метаболитов прорастающих се�
мян проводили на газовом хроматографе Shimad�
zu�16A (“Shimadzu”, Япония) газ�носитель – ге�
лий, неподвижная фаза – полиэтиленгликоль, ко�
лонка стеклянная, диаметр 0.32 см, длина 10 м,
температура колонки – 35°С, испарителя – 100°С,
детектора (пламенно�ионизационный) – 100°С,

1

2

3 4 5

2

Рис. 1. Схема установки для изучения использования патогенными бактериями летучих метаболитов прорастающих
семян: 1 – колба с КОН, 2 – ватные фильтры, 3 – сосуд с почвой и прорастающими семенами, 4 – колба с жидкой сре�
дой, инокулированной патогенными бактериями, 5 – перистальтический насос.
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давление водорода и воздуха на детекторе –
0.5 кг/см. Расчет и обработку хроматограмм про�
водили на специализированном компьютере Shi�
madzu�cR�4A (“Shimadzu”, Япония). Определе�
ние качественного состава летучих органических
веществ производили путем сравнения получен�
ных хроматографических пиков с пиками чистых
летучих органических веществ (эталоны).

Повторность опытов – трехкратная, результа�
ты обрабатывались статистически в компьютер�
ной программе электронных таблиц Excel 7 с ис�
пользованием критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Изучали влияние летучих метаболитов смеси
семян растений (салат, кукуруза, морковь, капу�
ста) на размножение L. monocytogenes и Y. pseudot�
uberculosis с помощью специально сконструиро�
ванной установки. В результате эксперимента
было показано, что летучие метаболиты прорас�
тающих семян стимулировали размножение ис�
следуемых бактерий в 10–100 раз по сравнению с
контролем (рис. 2). Анализ полученных данных
позволил сделать заключение, что интенсивность
размножения листерий и иерсиний на летучих
метаболитах смеси растений зависела от вида
бактерий. Так, количество бактерий Y. pseudotu�
berculosis в минеральной среде увеличилось в 2 ра�
за на 7 сут роста, по сравнению с листериями. По�
лученные результаты подтверждаются данными
литературы, где имеется указание на то, что не все
бактерии способны усваивать летучие метаболи�
ты прорастающих семян [19]. Следует отметить
также, что иерсинии размножались на летучих
метаболитах на протяжении всего срока наблюде�
ния (8 сут), а у листерий на 6 сут интенсивность
размножения значительно снизилась (рис. 2).

Известно, что использование летучих органи�
ческих соединений, зависит от вида бактерий и
проращиваемых семян [24]. В связи с этим нами
был изучен рост листерий и иерсиний на метабо�
литах растений в зависимости от вида проращи�

ваемых семян. Для этого исследуемые бактерии
культивировали на летучих метаболитах прорас�
тающих семян отдельных видов растений, являю�
щихся для них факторами передачи: листерий –
на кукурузе и салате, а иерсиний – на метаболи�
тах моркови и капусты.

Обнаружено, что использование летучих со�
единений растений бактериями зависело как от
свойств самих бактерий, так и от вида растений.
При сопоставлении данных, полученных при
культивировании микроорганизмов на летучих
веществах смеси семян и отдельно взятых расте�
ниях, наблюдали избирательный рост бактерий
на метаболитах прорастающих семян в зависимо�
сти от вида растений (рис. 2). Так, иерсинии
практически одинаково размножались как на ле�
тучих метаболитах моркови, так и на летучих ме�
таболитах капусты, достигая максимальной кон�
центрации 400100 КОЕ/0.1 мл, при заражающей
дозе 130 КОЕ/0.1 мл, что несколько ниже (на
239900 КОЕ/0.1 мл), чем в опыте с использова�
нием смеси семян всех растений. Листерии
предпочтительно размножались на летучих ме�
таболитах кукурузы, достигая при этом значений
260200 КОЕ/0.1 мл при заражающей дозе
130 КОЕ/0.1 мл, что на 25759800 КОЕ/0.1 мл вы�
ше, по сравнению с ростом на летучих метаболи�
тах смеси растений. При этом регистрировали
увеличение численности листерий и иерсиний на
протяжении всего срока наблюдения (8 сут). В
опыте с одновременным использованием семян
всех растений увеличение численности листерий
не было отмечено, а в контроле интенсивность
размножения этих бактерий падала до нуля.

По данным некоторых авторов [19, 24], каче�
ственный состав летучих выделений может поло�
жительно либо отрицательно влиять на процесс
потребления этих соединений бактериями. Ряд
исследователей [20, 26] отмечает, что основными
компонентами, служащими источниками углеро�
да и энергии в выделениях прорастающих семян,
являются этанол и ацетальдегид. Другие авторы
указывают на то, что летучие метаболиты прорас�
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Рис. 2. Размножение Y. pseudotuberculosis шт. 512 (а) и L. monocytogenes шт. 10CN (б) на летучих выделениях прорастаю�
щих семян. 1 – смесь семян, 2 – контроль, 3 – морковь, 4 – капуста, 5 – салат, 6 – кукуруза.
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тающих семян содержат метанол, пропанол, му�
равьиный и пропионовый альдегиды, ацетон,
этилен [21, 25].

Для выяснения зависимости между ростом
численности бактерий и качественным составом
летучих метаболитов прорастающих семян был
проведен газохроматографический анализ лету�
чих веществ. Из данных хроматографического
анализа прорастающих семян кукурузы, морко�
ви, салата, капусты, представленных на рис. 3,
видно, что их летучие вещества содержали в до�
статочно высоких концентрациях ацетальдегид,
метанол, этанол. При этом наибольшее количе�
ство метанола выделялось проростками кукуру�
зы, гораздо меньше его содержали летучие выде�
ления проростков моркови, капусты и салата. По�
скольку в присутствии прорастающих семян
кукурузы наблюдалось более интенсивное раз�
множение L. monocytogenes, чем в опытах с сала�
том и смесью семян, установлено, что одним из
основных веществ, влияющих на размножение
листерий, являлся метанол.

По данным хроматографических исследова�
ний, летучие выделения капусты и моркови со�
держали метанола меньше, чем ацетальдегида
(рис. 3). Кроме того, они выделяли меньшее ко�
личество метанола, чем кукуруза. Было показано,
что при культивировании Y. pseudotuberculosis от�
дельно на летучих метаболитах прорастающих се�
мян моркови и капусты бактерии размножались
хуже, чем на летучих метаболитах смеси семян, в
состав которых входила кукуруза. Полученные
данные позволяют предположить, что в условиях
лимитирования источника углерода, иерсинии
так же, как и листерии, используют для питания
метанол. В ранее опубликованных нами исследова�
ниях было показано, что метанол стимулирует раз�
множение иерсинии и листерии в физиологиче�
ском растворе и фосфатно�солевом буфере [29, 30].

Таким образом, установлен один из механиз�
мов адаптации листерии и иерсинии к условиям
окружающей среды: летучие метаболиты прорас�
тающих семян могут являться для них единствен�
ным источником углерода и энергии. Показано,
что основным летучим веществом, влияющим на
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Рис. 3. Хроматограммы летучих метаболитов прорастающих семян (показаны наиболее информативные участки), а –
ацетальдегид (контроль), б – метанол (контроль), в – этанол (контроль), г – морковь, д – кукуруза, е – капуста, ж –
салат. Цифры на максимумах указывают время выхода пика на хроматограмме данного соединения для определения
максимума его поглощения.
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Effect of Volatile Metabolites from Germinating Seeds
on the Reproduction of the Bacteria Listeria monocytogenes
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Abstract—The biological activity of volatile metabolites of germinating seeds of cabbage (Brassica oleacia),
carrot (Daukus carota), salad (Lactuca sativa), and corn (Zea mays L.) against Listeria monocytogenes and
Yersinia pseudotuberculosis was studied. It was shown that volatile metabolites are transfer factors and can be
the sole carbon and energy source for these bacteria. Methanol is the main substance affecting their growth
and reproduction.
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Свойства соединений фитогормональной при�
роды, характеризующиеся высокой степенью изу�
ченности у высших растений и интенсивно иссле�
дуемые у почвенных ассоциативных микроорга�
низмов, лишь в несистематическом порядке и на
явно недостаточном уровне описаны у макробази�
диальных грибов. Ауксины являются наиболее
изученной группой фитогормональных веществ. В
качестве объекта исследований, наряду с другими
микологическими объектами промышленного
культивирования, особый интерес представляет
высший гриб�ксилотроф, сочетающий высокую
практическую значимость и явно недостаточно
изученные физиолого�биохимические особенно�
сти, базидиомицет Lentinus edodes (Berk.) Sing
[Lentinula edodes (Berk.) Pegler] (шиитаке). Доста�
точно давно выдвигаются предположения о том,
что фитогормоны, в том числе представители груп�
пы ауксинов, принимают участие в процессах роста
и цитодифференцировки не только у растений, но и
у грибов. Однако этот вопрос до сих пор остается
практически неисследованным. 

Особый интерес вызывают эффекты и механиз�
мы действия биологически активных веществ в
“малых дозах”. В малых и сверхмалых концентра�
циях (10–20–10–13 моль/л) проявляют свою актив�
ность многие природные хемомедиаторы – токси�
ны и противоядия, вещества, предупреждающие
об опасности, феромоны, криопротекторы, другие
соединения, в том числе фитогормоны [1]. Описан

парадоксальный характер действия низких кон�
центраций токсичных веществ и лекарственных
препаратов, который заключается, в частности, в
бимодальной или полимодальной зависимости
“доза–эффект”. Отмечается [2], что последствия
от воздействия малых доз ксенобиотиков могут
быть не менее серьезными, чем последствия от вы�
соких разовых доз: под их влиянием могут менять�
ся существующие связи, давать сбой некоторые
системы адаптации, поскольку организм способен
приспосабливаться лишь к эффектам, лежащим в
обычном диапазоне действия. 

Известно два основных пути биосинтеза фито�
гормона индолил�3�уксусной кислоты (ИУК) –
триптофан�зависимый (Трп�зависимый), при ко�
тором предшественником ИУК служит аминокис�
лота триптофан, и триптофан�независимый (Tpп�
независимый), когда ИУК образуется из индола,
антраниловой кислоты, индолил�3�глицерофос�
фата [3]. Tpп�зависимый синтез ИУК микроорга�
низмами может проходить по одному из 4 путей:
через индолил�3�пировиноградную кислоту и ин�
долил�3�уксусный альдегид (наиболее распростра�
ненный путь); через триптамин и индолил�3�ук�
сусный альдегид; через индолил�3�ацетамид либо
через индолил�3�уксусный нитрил. По некоторым
данным, индолилацетальдоксим может также кон�
вертироваться в ИУК через индолилацетальдегид
[4, 5]. Многие фитопатогенные грибы и бактерии
обладают несколькими путями биосинтеза ИУК.

СИНТЕЗ АУКСИНА ВЫСШИМ ГРИБОМ Lentinus edodes (Berk.) Sing 
В ПРИСУТСТВИИ НИЗКИХ КОНЦЕНТРАЦИЙ СОЕДИНЕНИЙ 

ГРУППЫ ИНДОЛА
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Исследовано образование ауксина в глубинной культуре ксилотрофного базидиомицета Lentinus
edodes (Berk.) Sing [Lentinula edodes (Berk.) Pegler] (шиитаке). Выявлены биологически активные ве�
щества индольной природы, “эффект малых доз” которых заключается не только в стимулировании
роста мицелия (индолил�3�уксусная кислота, 2 × 10–7–2 × 10–4 г/л), но и в индуцировании трипто�
фан�независимого пути биосинтеза ауксина. Указанный путь реализуется в присутствии экзогенно�
го индола (1 × 10–3–1 × 10–4 г/л), а также при индуцировании биосинтеза индолил�3�уксусной кис�
лоты ее микродобавками (1 × 10–5–1 × 10–8 г/л), и сопровождается образованием антраниловой кис�
лоты (до 1.5 мг/л). Выявлена индукция генеративной стадии развития шиитаке индольным
производным. Установлено, что среди изученных соединений только индолацетамид в концентра�
ции порядка ×10–4 г/л в культуральной жидкости L. edodes оказывает ярко выраженное стимулиру�
ющее влияние на формирование коричневой мицелиальной пленки шиитаке.
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ЦИВИЛЕВА и др.

Пути биосинтеза ИУК у макробазидиомицетов
рассматривались, в лучшем случае, только на уров�
не положительного/отрицательного влияния до�
бавок триптофана к среде выращивания. 

Цель работы – исследование состава группы
индольных метаболитов, сопровождающих про�
дукцию ИУК базидиомицетом Lentinus edodes,
установление, является ли этот путь биосинтеза
ИУК Tpп�зависимым, либо происходит переклю�
чение на Tpп�независимый путь при выращива�
нии ксилотрофа в присутствии экзогенных синте�
тических аналогов соединений – предшественни�
ков ИУК.

МЕТОДИКА

В работе использовали культуру Lentinus edodes,
штамм F�249, полученный из коллекции высших
базидиальных грибов кафедры микологии и альго�
логии Московского государственного университе�
та им. М.В. Ломоносова. Культуру гриба поддер�
живали на сусло�агаре при 4°С.

В качестве инокулята использовали 14�суточ�
ную культуру L. edodes, выращенную на агаризо�
ванном пивном сусле (4° по Баллингу). Температу�
ра выращивания – 26°С. Из полученного мицелия
в стерильных условиях с помощью металлического
пробойника диаметром 5 мм получали блоки, кото�
рыми инокулировали жидкие питательные среды из
расчета 2 блока на 20 мл среды.

Глубинную культуру гриба выращивали на жид�
кой синтетической глюкозо�аспарагиновой среде
(глюкоза – 9, L�аспарагин – 1.5 г/л), на пивном
сусле (1.2° по Баллингу). Для определения сухой
биомассы мицелий фильтровали через предвари�
тельно взвешенные на аналитических весах филь�
тры и высушивали до постоянной массы.

Для исследования влияния соединений ин�
дольной природы их добавляли в виде растворов в
смеси этанол – H2O (1 : 1, по объему) к подвергну�
той автоклавированию глюкозо�аспарагиновой
среде непосредственно перед посевом в стериль�
ных условиях. Концентрации индольных соедине�
ний в питательной среде 0.1; 1; 10 и 100 мг/л. Дей�
ствие ИУК на рост культуры изучали в интервале
10–8–10–1 г/л.

Индольные соединения определяли в культу�
ральной жидкости методом высокоэффективной
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с использо�
ванием в качестве стандартов чистых коммерче�
ских препаратов ИУК, Tpп, триптамина (ТАм), ин�
долилацетамида (ИААм), индолилпировиноград�
ной кислоты (ИПВК), индолилацетальдегида
(ИААльд), индола, индолил�3�ацетонитрила, ан�
траниловой кислоты и 5�гидрокси�индолил�3�ук�

сусной кислоты (53гидрокси3ИУК). Для иденти�
фикации и количественного определения индоль�
ных соединений пробы культуральной жидкости
отбирали в стерильных условиях в процессе роста
культуры, фильтровали, используя фильтры фир�
мы “Millipore” (Ирландия) типа 0.22 мкм GVPP
(торговой марки “Durapore® membrane filters”), и
анализировали. Распределительную обращено�
фазовую ВЭЖХ проводили на носителе с химиче�
ски связанными гидрофобными остатками С18

(5 мкм). Колонка (150 × 4.6 мм) “Luna 5μ C18(2)”
(“Phenomenex”, США), снабженная предколон�
кой (типа Security Guard) той же марки. Элюент –
смесь метанол–вода (36 : 64 либо 50 : 50, об./об.).
Использовали детектор УФ�поглощения, работа�
ющий в диапазоне длин волн 250–300 нм. Объем
пробы 20 мкл, давление 12 МПа. 

Использовано массовое (m/V) выражение кон�
центрации индольных соединений в жидких сре�
дах. Выбранный способ выражения концентрации
используется в абсолютном большинстве опубли�
кованных статей, имеющих отношение к пред�
ставленной в настоящей работе тематике, и поэто�
му позволяет проводить сравнения в наиболее
удобной для восприятия форме.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Промежуточные продукты биосинтеза ИУК у
L. edodes. Нашим предположениям о существова�
нии Tpп�зависимого синтеза ИУК грибом способ�
ствовали следующие наблюдения.

1. Обнаружено явление биосинтеза внеклеточ�
ного Tpп изученным штаммом L. edodes. На синте�
тической среде, изначально не содержащей этой
аминокислоты, концентрации Tpп изменялись в
пределах от 14 на 7 сут до 24 мг/л на 21 сут. При
этом снижение концентрации наблюдалось на 7 и
14 сут. Для всех изученных возрастов культуры
внесение в среду добавок Tpп (10 и 100 мг/л) при�
вело к значительному повышению содержания
этого вещества в культуральной жидкости по срав�
нению с исходным. Максимальное количество
Tpп, составившее около 330 мг/л, отмечено на
14 сут на среде с добавкой 100 мг/л этой аминокис�
лоты. 

2. Выявлено, что глубинная культура L. edodes
F�249, растущая на глюкозо�аспарагиновой среде,
способна к образованию экстрацеллюлярной
ИУК. В контрольном опыте наибольшая концен�
трация этого ауксина (около 7.5 мг/л) наблюдалась
на 21сут. При экзогенном введении в питательную
среду Tpп содержание ИУК повысилось, а макси�
мума (9.4 мг/л) достигло на 14 сут на среде с добав�
кой 100 мг/л аминокислоты, т.е. при наибольшей
концентрации Tpп.
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Таким образом, на стартовых позициях выявле�
ния способа образования фитогормона культурой
гриба налицо была биосинтетическая способность
гриба в отношении ИУК и ее предшественника
Tpп. 

Основные известные пути биосинтеза ИУК
связаны с Tpп. Путь, не зависимый от триптофана
(Tpп�независимый), встречается у растений, а сре�
ди бактерий обнаружен у азоспирилл и цианобак�
терий. К настоящему времени превалирует мне�
ние, что вклад Tpп�независимого пути в биосинтез

ИУК незначителен, сам механизм этого пути био�
синтеза ауксинов не изучен. И все�таки мнения
исследователей разделились. Так, хотя предше�
ствующие работы доказывают существование ин�
долацетамидного пути у Azospirillum brasilense [6],
приводят биохимические и генетические обосно�
вания использования азоспириллами также пути
через ИПВК [7, 8], и в то же время делают предпо�
ложения о том, что 90% ИУК у Azospirillum биосин�
тезируется по триптофан�независимому пути [6]. 

Влияние индола на образование внеклеточных индольных соединений грибом L. edodes F�249

Условия опыта Конечная концентрация в культуральной жидкости, мг/л

Добавка
индола, мг/л

Время культивиро�
вания, сут ТАм ИААм ИУК ИПВК Tpп

Контроль (среда 
без индола)

3 3.7± 3.3 3.7 н.о.* 19.5±

7 3.8 3.2 н.о. н.о. 13.8

10 4.2 3.1 н.о. н.о. 18.6

14 3.4 2.3 3.7 0.9 16.9

21 3.9 3.7 7.4 7.7 23.9

0.1 3 3.1 3.4 4.0 1.0 17.5

7 1.3 н.о. н.о. 0.3 9.5

10 1.9 н.о. н.о. 0.7 10.8

14 2.5 2.6 6.9 5.3 16.1

21 3.3 3.4 9.0 11.6 20.5

1 3 2.5 2.7 5.5 н.о. 14.8

7 1.3 н.о. н.о. 0.4 8.3

10 1.5 н.о. н.о. 0.9 9.8

14 2.3 2.3 5.6 2.8 16.2

21 2.9 2.7 7.4 5.9 16.7

10 3 2.9 3.0 3.4 0.5 17.1

7 1.9 н.о. н.о. 0.3 9.9

10 1.8 н.о. н.о. 0.9 7.9

14 2.4 2.2 6.2 4.7 15.6

21 3.7 2.7 8.1 7.7 17.2

100 3 3.1 3.5 н.о. 0.2 13.9

7 1.2 н.о. н.о. 0.4 13.9

10 1.2 н.о. н.о. 0.4 10.1

14 2.4 2.2 6.1 4.2 15.5

21 3.3 2.2 2.2 16.7 19.1

* н.о. – не определяется.
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Ранее полученные нами данные [9] показали,
что в культуральной жидкости L. edodes F�249 при�
сутствуют промежуточные соединения трех путей
Tpп�зависимого биосинтеза ИУК – через ТАм,
ИААм и ИПВК (таблица). Это согласуется с из�
вестными данными, согласно которым способ�
ность синтезировать ИУК сразу по нескольким
разным реакциям обнаружена у различных микро�
организмов, в том числе некоторых грибов. Инте�
ресно, что ИААльд, являющийся интермедиатом
синтеза ИУК как из ИПВК, так и из ТАм, выявлен
только на средах с добавкой ИПВК, где ИААльд
накапливался в больших количествах, однако уро�
вень ИУК в то же время был очень низким. Путь
через ИПВК не реализуется до конца. Ни в одном
из изученных образцов не был обнаружен индо�
лил�3�ацетонитрил, еще одно промежуточное со�
единение синтеза ИУК из Tpп. Это согласуется с
данными литературы, согласно которым у грибов
случаев синтеза ИУК через это соединение до сих
пор не было выявлено [5].

Предпосылки Tpп3независимого пути синтеза
ИУК у шиитаке. Наши предположения о возмож�
ности существования у изучаемой грибной культу�
ры пути биосинтеза ИУК, отличного от Tpп�зави�
симого, основывались изначально на следующем.
Принято считать [10, 11], что бактериальный син�
тез ИУК – это путь детоксификации триптофана.
Как указывают некоторые авторы [12], у бактерий,
например A. brasilense, нет иного пути деградации
токсичного для них Tpп, кроме транформации его
в ИУК. Поэтому для бактериальных продуцентов
именно Tpп – наиболее эффективный и “целесо�
образный” предшественник ИУК [13]. 

Для изучаемого нами высшего гриба, в отличие
от азоспирилл, Tpп токсичным не является по
крайней мере вплоть до относительно высоких
концентраций, которые грибная культура создает
при глубинном культивировании (до 330 мкг/мл,
см. выше). 

Тpп�независимый путь связан с синтезом ИУК
из индола, антраниловой кислоты, индолил�3�
глицерофосфата. Одним из сложных моментов на
пути доказательства Tpп�независимости биосин�
теза ИУК является то, что индол – вещество, кото�
рое может служить как предшественником ИУК
при Tpп�независимом биосинтезе, так и предше�
ственником триптофана. Tpп, синтезированный
из индола, затем также может служить предше�
ственником для ИУК [14]. 

В результате изучения биосинтеза ИУК бактери�
ями многие авторы приходят к выводам, позволяю�
щим им судить о предпочтительных веществах –
предшественниках ИУК на пути ее биосинтеза.
Аргументы таковы: 

(1) бактерии не могут производить ИУК Tpп�
независимым путем при культивировании с индо�
лом как предшественником этого фитогормона,
потому что синтез ИУК не стимулировался при
выращивании бактерий на средах с индолом [13].
Это предполагает, что индол не является предпо�
чтительным предшественником ИУК в сравнении
с Tpп; 

(2) использование микроорганизмами антра�
ниловой кислоты или индола для синтеза ИУК
“бестриптофановым” путем маловероятно, по�
скольку присутствие Tpп в культуральной жидко�
сти продемонстрировано во всех экспериментах.

На основании полученных в настоящей работе
экспериментальных данных можно представить
аргументы за и против сосуществования двух аль�
тернативных путей биосинтеза ИУК у L. edodes,
Tpп�зависимого и Tpп�независимого. 

Среды с добавлением индола характеризова�
лись достаточно высокими значениями ИУК
(до 9 мг/л) на 14–21 сут культивирования, причем
количества образовавшейся ИУК не зависели от
исходной концентрации индола. Исключение со�
ставила среда со 100 мг/л индола, где на 21 сут уро�
вень ИУК снизился, причем концентрация ИПВК
в этой же точке резко увеличилась. Данные пред�
ставлены в таблице. Таким образом, индол стиму�
лировал синтез ИУК. 

В наших экспериментах на синтетической сре�
де, изначально не содержащей этого вещества,
концентрации внеклеточного Tpп колебались в
пределах от 13.8 мг/л на 7 сут до 23.9 мг/л на 21 сут.
То есть формально не отмечены случаи, когда ИУК
синтезируется культурой в отсутствие триптофана,
и Tpп�зависимый путь биосинтеза ИУК имеет ме�
сто у изучаемой грибной культуры. Тем не менее
можно предположить, что происходит переключе�
ние на Tpп�независимый путь или подключение
этого альтернативного пути (что вероятнее), реа�
лизуемого в присутствии экзогенного индола в ин�
тервале концентраций 1 × 10–3–1 × 10–4 г/л (таб�
лица). 

Необходимо оговориться в отношении добавок
индола, что и в этом случае фоновый уровень Tpп
есть, но, во�первых, он практически неизменен в
сравнении с контрольным опытом, а ИУК синте�
зируется в 1.5–1.9 раз больше (рис. 1а). И это не�
смотря на снижение биомассы гриба под воздей�
ствием индола, который явно не оказывал поло�
жительного влияния на ростовые показатели
L. edodes. Он вызывал заметное снижение биомас�
сы по сравнению с контролем (до 34% на среде с
100 мг/л индола) и сильно замедлял рост культуры
(рис. 2). 
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Во�вторых, концентрация Tpп в среде совер�
шенно индифферентна в отношении возрастания
уровня экзогенного индола в 1000 раз (от 0.1 до
100 мг/л), а потому индол предположительно не
является в данном случае сколько�нибудь значи�
мым предшественником Tpп с дальнейшим пре�
вращением последнего в ИУК. Повышенный уро�
вень индола в культуральной среде усиливал био�
синтез ИУК, а не триптофана. Поэтому мы
говорим о подключении Tpп�независимого пути. 

Не только в случае с экзогенным индолом име�
ются признаки этого пути, но также при индуци�
ровании биосинтеза ИУК ее экзогенными микро�
добавками (1 × 10–5–1 × 10–8 г/л). Например, при
исходной концентрации 1 × 10–7 г/л ИУК на 10 сут
выращивания уровень фитогормона составил около

4 × 10–4 г/л, т.е. возрос в 4000 раз (рис. 3а). Появле�
ние антраниловой кислоты (до 1.5 мг/л) как при�
знака Tpп�независимого пути отмечено нами толь�
ко в этих экспериментальных условиях (рис. 3б). В
то же время сам Tpп в культуральной жидкости не
был обнаружен ни при одной из 8 исследованных
концентраций добавки ИУК.

Кроме антраниловой кислоты, в присутствии
низких концентраций ИУК (1 × 10�4–1 × 10–8 г/л)
синтезируется ИПВК, однако появления ИААльд –
продукта конверсии ИПВК на пути Tpп�зависи�
мого синтеза ИУК – не наблюдалось. Эта ситуация
с ИААльд меняется со сдвигом экзогенной ИУК в
область более высоких концентраций (1 × 10–4–
1 × 10–1 г/л), когда на 10 сут роста, например, на�
капливалось от 3.6 до 8.7 мг/л ИААльд (рис. 4а).
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Рис. 1. Синтез (мг/л) внеклеточной ИУК (а) и 5�гидрокси�ИУК (б) глубинной культурой Lentinus edodes F�249 на сре�
дах с добавлением индольных соединений при различной продолжительности культивирования (сут): 
I – 3; II – 7; III – 10; IV – 14; V – 21; К � контроль; ТАм (1 – 0.1; 2 – 1; 3 – 10; 4 – 100 мг/л); ИААм (5 – 0.1; 6 – 1; 7 –
10; 8 – 100 мг/л); ИПВК (9 – 0.1; 10 – 1; 11 – 10; 12 – 100 мг/л); индол (13 – 0.1; 14 – 1; 15 – 10; 16 – 100 мг/л).
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Следовательно, обычно выдвигаемые в литера�
туре причины отсутствия Tpп�независимости био�
синтеза ИУК у бактерий не имеют места в отноше�
нии L. edodes. Полученные результаты предполага�
ют, что антраниловая кислота или индол
достаточно эффективные предшественники ИУК
по сравнению с Tpп. А также позволяют выявить
эффект низких концентраций экзогенных индоль�
ных соединений в изучаемой грибной культуре.

Эффект малых доз ИУК в глубинной культуре
шиитаке. Биологическая активность ИУК в низких
концентрациях не изучена, окончательно не опре�
делен молекулярный механизм фитогормонально�
го действия ИУК, нет объяснения двухфазности
воздействия гетероауксина. Одно из проявлений
указанной двухфазности обнаружено в работе
С.М. Рогачевой [1]. При моделировании действия
ИУК на популяцию использовалась культура зеле�
ных протококковых водорослей Scenedesmus quad&
ricauda (Turp.) Breb. (водоросли этого рода проду�
цируют ИУК и накапливают ее в культуральной
среде). В качестве показателя воздействия хими�
ческого вещества на популяцию использовалось
изменение ее численности. Оказалось, что ИУК в
концентрациях 10–17–10–11 моль/л сдерживает
рост численности популяции, в концентрации
5.7 × 10–7 моль/л стимулирует рост, аналогичное
действие наблюдается для высших растений. Уста�
новлен немонотонный дозозависимый характер
воздействия ИУК на интенсивность фотосинтеза и
дыхания гидробионтов. Показано, что в концен�

трации 5.7 × 10–11 моль/л ИУК стимулирует фото�
синтез и ингибирует дыхание; в концентрациях
5.7 × 10–7 и 5.7 × 10–17 моль/л действует противопо�
ложным образом. 

Кроме того, в работе [1] получены данные по
адсорбции ИУК на границе раздела фаз вода–воз�
дух в зависимости от концентрации. Они указыва�
ют на то, что теоретически ИУК должна вытес�
няться из поверхностных слоев воды, но характер
экспериментально полученной зависимости поз�
воляет заключить, что в отдельных концентраци�
онных интервалах имеются области достоверного
накопления вещества. Причем они хорошо сов�
падают с областями наиболее интенсивного све�
торассеяния. Т.е. ИУК в концентрациях порядка
10–9 и 10–15 моль/л лучше растворяется в воде по�
верхностных слоев, упорядочивает ее структуру,
что может способствовать более эффективному
взаимодействию с мембраной или рецептором. Та�
ким образом, установлена способность ИУК в
определенных концентрациях накапливаться на
границе раздела фаз и вызывать фазовый λ�пере�
ход в структуре сетки водородных связей воды, что
может обусловливать эффект малых доз и разнона�
правленность биологического действия вещества. 

В настоящей работе при использовании в каче�
стве биологического объекта исследования культу�
ры гриба шиитаке представляло интерес выявле�
ние “эффекта малых доз“ биологически активных
веществ индольной природы. 

Под влиянием экзогенной ИУК наблюдали
стимулирование роста глубинного мицелия в
определенном концентрационном интервале аук�
сина. Можно отметить, что набор кривых роста
гриба (зависимости накопления сухой биомассы
от продолжительности выращивания, рис. 5)
практически во всем интервале значений по оси
абсцисс делится на 2 группы кривых с погранич�
ной кривой, соответствующей концентрации ИУК
10–4 г/л. Выше последней – область активирован�
ного ауксином роста, 10–8–10–5 г/л ИУК. Ниже –
область с зависимостями противоположного свой�
ства, где уровень добавок ИУК составлял 10–1–
10–3 г/л. При продолжительности выращивания
3–7 и 12–28 сут (т.е. при всех изученных возрастах
культуры, кроме интервала 8–11 сут) оптимальной
концентрацией ИУК оказалась величина порядка
10–7 г/л. 

При исследовании влияния добавок экзоген�
ной ИУК на ее содержание в культуральной жид�
кости L. edodes концентрация ауксина 10–4 г/л ока�
залась переломной в том смысле, что уровень ИУК
в среде стал выше исходного (рис. 3а). Концентра�
ция добавки ИУК 10�7 г/л (0.57 × 10–9 моль/л) ока�
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Рис. 2. Накопление биомассы мицелия (г/л) глубин�
ной культурой Lentinus edodes F�249 разного возраста
(сут) на средах с добавлением индола (мг/л). 1 – 0; 2 –
0.1; 3 – 1; 4 – 10; 5 – 100.



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 48  № 3  2012

СИНТЕЗ АУКСИНА ВЫСШИМ ГРИБОМ Lentinus edodes 319

залась примечательна тем, что индуцировала воз�
растание уровня фитогормона в 4100 раз. 

При добавлении ИУК наблюдалось весьма зна�
чительное стимулирование биосинтеза ИААльд –
до 9.7 мг/л на 21 сут выращивания шиитаке
(рис. 4а). Однако так происходило лишь до до�
стижения величины 10–4 г/л ИУК, ниже которой
эффект отсутствовал. 

Индолил�3�пировиноградная кислота накапли�
валась в среде через 21 сут культивирования гриба
при любых концентрациях ауксина (рис. 4б), но
лишь ниже величины 10–4 г/л экзогенной ИУК уда�
лось обнаружить ИПВК уже на 14 сут, причем в зна�
чимых количествах (0.56 мг/л). 

Синтез внеклеточной антраниловой кислоты
глубинной культурой L.edodes F�249 разного воз�
раста на средах с добавлением ИУК не наблюдал�
ся вплоть до уровня экзогенного ауксина 10–4 г/л
(рис. 3б), ниже которого концентрация антрани�
лата составила почти 0.4 мг/л уже на 10 сут куль�
тивирования. Максимум продукции антранилата
(1.5 мг/л) приходился на вариант опыта с индуци�
рующей концентрацией ИУК порядка 10–7 г/л
(0.57 × 10–9 моль/л).

В перечисленных разнонаправленных эффек�
тах экзогенной ИУК получило дополнительную
иллюстрацию вышеописанное действие малых
доз фитогормона. Действительно, так же, как и в
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Рис. 3. Влияние добавок экзогенной ИУК (мг/л) на содержание (мг/л) ИУК (а) и антраниловой кислоты (б) в культу�
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работе [1], своего рода точкой смены “знака”
биологического действия ИУК стала концентра�
ция 5.7 × 10–7 моль/л (1.0 × 10–4 г/л). Кроме того,
при использовании ИУК в концентрации поряд�
ка 10–9 моль/л (1.75 × 10–7 г/л), способствующей,
по данным вышеуказанной работы, более эффек�
тивному взаимодействию ауксина с мембраной
или рецептором, мы наблюдали абсолютные мак�
симумы в соответствующей серии экспериментов
(образование ИУК и антранилата). 

Влияние ИУК и ее предшественников на пигмен3
тацию глубинного мицелия L. edodes F3249. Значе�
ние растительных гормонов для морфообразова�
ния высших грибов�ксилотрофов практически не
исследовано.

Некоторые доказательства участия фитогормо�
на ИУК в процессах морфогенетической диффе�
ренциации грибов рода Lentinus, полученные в хо�
де простых экспериментов, существуют достаточ�
но давно, хотя и описаны в единичных работах [15,
16]. Эти авторы предполагают, что фитогормонам
принадлежит важное место в дифференциации
грибной культуры и что процесс морфогенеза тес�
но связан с динамикой уровня эндогенных регуля�
торов роста, в том числе ауксина ИУК. 

Исследование роли фитогормональных ве�
ществ в метаболизме L. edodes приобретает особую
актуальность на стадии, предшествующей плодо�
ношению и характеризующейся у шиитаке форми�
рованием специализированного вегетативного об�
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Рис. 4. Влияние добавок экзогенной ИУК (мг/л) на содержание (мг/л) ИААльд (а) и ИПВК (б) в культуральной жид�
кости глубинной культуры Lentinus edodes F�249 разного возраста (сут): I – 3; II – 7; III – 10; IV – 14; V – 21.
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разования – коричневой мицелиальной пленки
(КМП), поскольку биохимические условия воз�
никновения этой морфогенетической структуры
до сих пор остаются малоизученными. 

При изучении воздействия ИУК и ее предше�
ственников – Tpп, ТАм, ИААм, ИПВК и индола –
на рост погруженного мицелия L. edodes F�249 в
большинстве случаев не наблюдалось изменений в
морфологии культуры. Исключение составила
среда с 0.1 мг/л ИААм. На данной среде отмечено
сокращение времени появления коричневой ми�
целиальной пленки. Пленка появилась на среде с
этой добавкой уже на 17 сут, тогда как в контроль�
ном варианте, при других концентрациях ИААм и
на средах с остальными индольными соединения�
ми, ее образования не наблюдалось. 

При исследовании интенсивности ростовых
процессов L. edodes в присутствии ИААм оказа�
лось, что именно уровень 0.1 мг/л ИААм в исход�
ной питательной среде соответствовал наибольше�
му положительному эффекту в отношении накоп�
ления мицелиальной биомассы (рис. 6). При
указанной оптимальной концентрации ИААм, в
свою очередь, именно на 17 сут прирост биомассы
был максимальным (24%). 

В исследованных нами образцах культуральной
жидкости 5�гидрокси�ИУК – окисленная форма
ИУК – присутствовала в контроле, на средах с ТАм
и ИААм при всех возрастах мицелия, концентра�
ции ее при этом колебались в пределах от 0.78 до
2.63 мг/л (рис. 1б). Исключение составила среда с
0.1 мг/л ИААм, где на 14–21 сут уровень 5�гидрок�
си�ИУК резко увеличился на порядок. Как было
сказано выше, этот вариант опыта отличался от
остальных ранним появлением коричневой мице�
лиальной пленки. На 14 сут наблюдалась заметная
пигментация мицелия, а к 17 сут пленка полно�
стью образовалась. Можно предположить, что 5�
гидрокси�ИУК вовлекается в процесс формирова�
ния КМП. 

Накопление значительной биомассы мицелия
принадлежит к числу факторов, необходимых для
перехода к морфогенетической стадии, предше�
ствующей плодоношению (КМП у шиитаке), но
не является достаточным условием развития
КМП. В формирование пигментации мицелия
должны быть вовлечены также окисленные произ�
водные индола, участие которых в превращениях
5,6�дигидроксииндол–индол�5,6�хинон�мелано�
хром–меланин, в случае катализа грибными тиро�
зиназами приводящих к образованию меланиновых
пигментов грибов, известно достаточно давно [17]. 

Таким образом, при глубинном культивирова�
нии ксилотрофного базидиомицета L. edodes выяв�
лена группа метаболитов индольной природы, со�
став и количественное соотношение которых поз�
воляет судить о сосуществовании двух
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альтернативных путей биосинтеза ИУК у L. edodes:
Tpп�зависимого (в основном через триптамин) и
Tpп�независимого, реализуемого не только в при�
сутствии экзогенного индола в интервале концен�
траций 1 × 10–3–1 × 10–4 г/л, но и при индуцирова�
нии биосинтеза ИУК ее экзогенными микродо�
бавками. Выявлено участие индолил�3�ацетамида
и 5�гидрокси�ИУК в морфогенетических процес�
сах культуры L. edodes. Установлена взаимосвязь
уровня ИААм и 5�гидрокси�ИУК с формировани�
ем коричневой мицелиальной пленки в глубинной
культуре, с процессами роста и развития грибного
мицелия при глубинном культивировании. 

Работа выполнена при поддержке РФФИ�
БРФФИ, грант 10�04�90021�Бел_а.
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Auxin Synthesis by the Higher Fungus Lentinus edodes (Berk.) Sing 
in the Presence of Low Concentrations of Indole Compounds
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Abstract—The auxin formation in a submerged culture of the xylotrophic basidiomycete Lentinus edodes
(Berk.) Sing (Lentinula edodes (Berk.) Pegler) (shiitake) is studied. Biologically active substances of an indole
nature are identified, “the effect of small doses” of which lies in not only the stimulation of growth of the
mycelium (indole�3�acetic acid, 2 × 10–7–2 × 10–4 g/l), but also in the induction of tryptophan�independent
paths of auxin biosynthesis. The above�mentioned path is realized in the presence of exogenous indole
(1 × 10–3–1 × 10–4 g/l), as well as while inducing the biosynthesis of indole�3�acetic acid by its microaddi�
tives (1 × 10–5–1 × 10–8 g/l), and is accompanied by the formation of anthranilic acid (up to 1.5 mg/l). Induc�
tion of the generative development stage of shiitake by indole derivatives is revealed. It was found that among
the studied compounds only indoleacetamide at a concentration of an order of ×10–4 g/l in the culture fluid
of L. edodes had a pronounced stimulatory effect on the formation of shiitake’s brown mycelial film.
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Sulfhydryl oxidase (SOX, EC 1.8.3.2) has an im�
portant and essential vital role in the generation of dis�
ulphide (S–S) bonds in proteins by the oxidation of
the free thiol (–SH) groups of Cys residues in their
polypeptide chains [1–3]: 

2R–SH + O2  R–S–S–R + H2O2

These disulphide bonds (or bridges) maintaining
the tertiary and quaternary structures of proteins
which are essential for any protein to perform its spe�
cific function (i.e. structure�function relationship).
SOX is known to be present in several mammalian sys�
tems including bovine milk and kidney and human
skin [1], white avian eggs [4], rat immune, reproduc�
tive, respiratory, and digestive systems along with the
retina and skin and various secretory endocrine glands
(e.g. hypothalamus, pituitary, pineal, and adrenal) and
the pancreatic islets of Langerhans [5]. Aspergillus so�
jae, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Bacillus subti�
lis, and Penicillium lilacinum were found to produce
SOX activity at levels high enough for its potential re�
covery but its biochemical role in microorganisms is
not known [1]. Microbial sources of SOX enzymes
have the advantage, over mammalian sources, of being
available in large quantities and economic prices. SOX
from microbial sources appear to be a constitutive en�
zyme, so, it does require induction. SOX is of interest
in applications where oxidation of free sulfhydryls to
disulphide linkages is sought, particularly instead of
the non�specific oxidants such as hydrogen peroxide,
peracids, borates, bromates, etc. having unwanted side

reactions. While enzyme�catalyzed reactions provide
the selectivity desired, thereby avoiding side reactions
[1]. One of the industrial applications of SOX is the re�
moval of a burnt flavor from ultra�high temperature
(UHT)�sterilized milk. This burnt flavor is evolved as
a result of the increased level of SH�groups produced
due to the breakage of cysteine disulphide bonds of
this product. Treatment of the UHT�sterilized milk
with SOX will oxidize these free thiol groups and lead
to the restoration of the normal flavor of milk [1]. Bi�
osensing approach for glutathione detection using the
glutathione reductase and SOX bienzymatic system
was made by [6]. 

The aim of this investigation was to study the effect
of some cultural conditions on the production and ac�
tivity of SOX yielded by an Egyptian soil isolate of
A. niger, in addition to its molecular characterization.

MATERIALS AND METHODS

Four isolates of black Aspergillus (Section Nigri)
were isolated from soil and air in Egypt and assayed for
the production of SOX. A. niger AUMC 4947 was iso�
lated from soil was selected for this study as a high pro�
ducer of this enzyme and deposited in Assiut Univer�
sity Mycological Centre (Egypt).

Culture media. Czapek´s medium of the following
composition (g/l): sucrose – 20.0; NaNO3 – 2.0;
KH2PO4 – 1.0; MgSO4 – 0.5, with or without yeast
extract, was used for the growth of fungus. The com�

INDUCTION, PURIFICATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION 
OF SULFHYDRYL OXIDASE FROM AN EGYPTIAN ISOLATES 

OF Aspergillus niger 
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The conditions for the sulfhydryl oxidase (SOX) production and activity from an Egyptian isolate of Aspergil�
lus niger were optimized. Purification and determination of the kinetic properties (Km and Vmax) of the puri�
fied enzyme have been done. The possibility for the SOX induction using L�Cys (as a natural substrate) was
studied to determine whether SOX could be produced as an inducible enzyme in addition to being a consti�
tutive one (i.e. whether induction leads to increase SOX production and activity or not). The optimum tem�
perature and pH for its activity were found to be 60°C and 5.5, respectively. The activity of the induced intra�
cellular SOX, was measured according to Ellman’s method using the standard GSH oxidation where it reached
94% while that of non�induced one reached only 27.6%. This wide difference in activity between the induced
and non�induced SOX indicates the successful L�Cys�induction of the SOX production (i.e. SOX from A. niger
AUMC 4947 is an inducible enzyme). Molecular characterization of the pure SOX revealed that it is consti�
tuted of two 50–55 KDa subunits. Km and Vmax were found to be 6.0 mM and 100 µM/min/mg respectively.
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position of the medium was changed according to the
requirements of the experiment.

Effect of nitrogen and sulphur sources on the pro�
duction of SOX. Two sources were used, yeast extract,
1.0 g/l or urea 1.0 g/l, to replace NaNO3 in liquid me�
dium. Two sources were employed using liquid Cza�
pek’s medium + yeast extract, MgSO4 (0, 0.5, 1 and
1.5 g/l) and L�Cys�HCl (0, 0.1, 0.2, and 0.3 mM) in
the absence of MgSO4. The intracellular and extracel�
lular SOX were extracted and enzyme activities were
determined.

Fungal inoculum. The test organism was inoculated
into liquid Czapek’s medium with yeast extract and al�
lowed to grow for 5 days at 28°C, then the culture was
shaken vigorously to have a homogenous spore sus�
pension. 0.5 ml of the suspension was dispensed into
each of triplicate 250 ml flask containing 100 ml of liq�
uid Czapek’s medium with yeast extract and incubated
in the dark at 28°C and 150 rpm.

Crude SOX extraction. The crude SOX was extract�
ed from A. niger AUMC 4947 as intracellularly and ex�
tracellularly. The mycelia were harvested by filtration
using Whatman filter paper No.1, lyophilized and then
ground in a mortar for 3 min using liquid nitrogen.
The total proteins were extracted using extraction (E)
buffer, 50 mM sodium acetate buffer pH 5.5. Cell de�
bris was removed by centrifugation at 12,000 g for
10 min at 4°C. Protein of the supernatant was gradual�
ly precipitated by incubation with chilled 2× acetone
at 4°C overnight, followed by the same centrifugation.
The supernatant was decanted and acetone was re�
moved from the precipitated protein using desiccator
under vacuum at room temperature. The protein was
dissolved in 1.0 ml of E buffer and the enzyme activity
was determined using Ellman’s method [7].The en�
zyme sample was incubated with 2.0 mM L�GSH at
pH 5.5 and 25°C. At different time intervals, 100 µl of
reaction mixture was added to 900 µl of 1.0 mM 5,5'�
dithiobis(2�nitrobenzoic acid), DTNB, mixed well
and incubated at 37°C for 5 min. OD412 was measured
against blank using Genway 6305 spectrophotometer
(USA). The blank was prepared by adding 100 µl of E
buffer to 900 µl 1mM DTNB. The remaining [–SH]
was calculated from: 

SH concentration in the sample M
= (total volume/sample volume) × OD412/13600.

In another experiment, the A. niger spore suspen�
sion was first cultured in liquid Czapek´s media with
0.1% yeast extract and 0.05% MgSO4 for 3 days in the
dark at 28°C and 150 rpm. Then, mycelia were collect�
ed by filtration, washed three times with sterile dis�
tilled water, and transferred into different concentra�
tions of pure L�Cys (1.0 or 5 mM Cys in 50 mM E
buffer). The control (non�induced) sample was pre�
pared by transferring mycelia into E buffer without L�
Cys. The induced and control mycelia were incubated
for further 3 days in the same conditions, and the de�

 =

crease of L�Cys concentrations in the extracellular
media was monitored using Ellman’s method [7] indi�
cating a successful induction of the SOX production. 

Enzyme assay was carried out by incubating 65 µl
of SOX with 260 µl of 2.0 mM GSH in E buffer pH 5.5
and at different temperatures (4, 15, 25, 37, 50, 60, 70,
or 80°C). After 15, 30, and 60 min, 100 µl of reaction
mixture was added to 900 µl of 1.0 mM DTNB, mixed
well, and incubated at 37°C for 5 min. Then OD412 was
measured and the concentrations of oxidized SH�
groups and the SOX activities were determined. Assay
was carried out at 60°C and different pH values.

Purification of SOX. Sephadex G�100 in E buffer
was used for packing the column (50 × 2 cm). The
crude protein sample, dissolved in the same buffer, was
applied to the column, and 1.5 ml�fractions (54) were
collected. To determine the protein concentration
OD280 was measured and an assay of SOX was carried
out in every fraction. Fractions that gave the positive
SOX assay were collected and concentrated using in�
cubation with chilled 2× acetone at 4°C overnight.
Then centrifugation was carried out at 12,000 g for
10 min, the supernatant was decanted and acetone was
removed from the partially purified precipitated pro�
tein. Then it was dissolved in E buffer (pH 5.5) and ap�
plied to 5 ml Q Sepharose column (GE Healthcare,
UK) using peristaltic pump (HBI, multistaltic pump,
USA), with a flow rate of 1.0 ml/min. 20 mM Tris HCl
buffer (pH 7.0) was used as a mobile phase with in�
creasing gradient of NaCl from 100 mM to 1M. The
purified precipitated protein was then dissolved in E
buffer and analyzed by SDS�PAGE.

10% SDS�PAGE was performed using the method
of [8], where unstained protein molecular weight
markers (Fermentas Life Sciences, Germany). The
current was adjusted to 22 mA. Protein bands were vi�
sualized by the double staining of the gel using Coo�
massie Brilliant Blue R 250 and ProteoSilver Plus Sil�
ver Stain kit (Sigma, USA).

The pure SOX dissolved in E buffer (pH 5.5), was
incubated with increasing concentrations of substrate
(2.0–5.0 mM GSH in the same buffer) at 25°C and
the different activities of SOX were determined as de�
scribed above. Lineweaver�Burk plot was constructed
and the Michaelis�Menten constant (Km) and maxi�
mum velocity (Vmax) of substrate oxidation were calcu�
lated.

RESULTS AND DISCUSSION

Effect of nitrogen and sulfur sources on the produc�
tion of SOX. A. niger AUMC 4947 showed weak
growth on liquid Czapek’s medium containing sodium
nitrate as inorganic nitrogen source after two weeks of
the dark incubation at 28°C, and thus, there was no
enzyme production. On the other hand, when 0.1%
yeast extract was used as organic nitrogen source in the
growth medium the fungus showed a good mycelial
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growth and SOX was expressed both intracellularly
and extracellularly. These results are in agreement with
data of Oy [9] who reported that A. niger generates suf�
ficient quantities of SOX both intracellularly and ex�
tracellularly. The intracellular purified SOX, however,
was found to have higher activity than the extracellular
one as shown in Fig. 1a. On the contrary, when urea
was used as a nitrogen source, the activity of the extra�
cellular enzyme was much higher than that of the in�
tracellular SOX as shown in Fig.1b. This study demon�
strates the importance of organic nitrogen sources
(yeast extract and urea) for both the mycelial growth of
A. niger AUMC 4947 and the SOX enzyme produc�
tion, in comparison with the inorganic nitrogen source
(sodium nitrate) supported weak mycelial growth.
These results are in agreement with other authors [9–
11] who reported that for A. niger growth, the best ni�
trogen sources were found to be yeast extract, casein
and other sources of the protein nitrogen, compara�
tively to the mineral nitrogen. Also it was reported
[11–13] that organic nitrogen sources were better sup�
plements for the fungus than inorganic nitrogen
sources.

It was noticed that in the absence of MgSO4 the
mycelial growth of A. niger AUMC 4947 was markedly

weak and there was no enzyme production and the
SOX activity. The enzyme activity increased with the
increasing of MgSO4 concentration until it reached
0.1% (Fig. 2a). On the other hand, the results obtained
revealed a very weak mycelial growth, and the SOX ac�
tivity in the presence of L�Cys (Fig. 2b). These results
proved the importance of oxidized sulphate (MgSO4)
for both mycelial growth and the SOX production and
inability of the fungus to use L�Cys as a sulfur source
instead of sulfate. Some microorganisms other than
A. niger also preferred oxidized sulfur sources over re�
duced ones. For example, Rothwell [14] investigated
the nutritional requirements of Penicillium variabilie
and found that its isolate utilized inorganic sulfur
(MgSO4). Thus, it could be concluded that A. niger
AUMC 4947 prefers the oxidized inorganic sulfur
compounds much better than the reduced organic sul�
fur compounds for both mycelial growth and the SOX
production.

Induction of SOX enzyme using L�Cys�HCl. After
mycelial growth for 3 days on Czapek's medium in the
presence of yeast extract and MgSO4, the mycelial
mate was transferred to pure L�Cys taken in different
concentrations (Fig. 3) for 1 h. In these conditions the
fungus A. niger AUMC 4947 produced an excessive
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Fig. 1. Comparison between the intracellular and extracellular SOX production in the presence of yeast extract (a) and urea (b)
as a nitrogen source in growth medium of A. niger AUMC 4947. 1 – intracellular SOX; 2 – extracellular SOX.
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amount of both intracellular and extracellular SOX
(i.e. L�Cys�induced SOX) compared to the control
grown in the absence of L�Cys. The [SH]oxidized%, re�
flecting the activity of the induced intracellular SOX,
was measured according to Ellman’s method [7] using
the standard GSH oxidation where it reached 94%
while that of non�induced one reached only 27.6%.
This wide difference in activity between the induced
and non�induced SOX indicates the successful L�Cys�
induction of the SOX production (i.e. SOX A. niger
AUMC 4947 is an inducible enzyme). Starnes et al. [1]
reported that the microbial SOX was constitutive and
did not need induction. So, it could be concluded that
L�Cys, being a natural substrate of SOX enzyme, when
added to the media of A. niger AUMC would induce
the fungus to produce an increasing amount of both
intracellular and extracellular SOX. Thus, this is the

first report of an excessive induction of this enzyme by
L�Cys after mycelial growth for three days on Cza�
pek’s media in the presence of yeast extract and
MgSO4. 

The results presented in Fig. 4a showed that the en�
zyme activity was performed at a wide range of tem�
peratures (15–70°C) and the optimal temperature was
found to be 60°C (using GSH as a substrate). Oy [9]
reported that the optimum temperature for the A. niger
SOX is in the range of about 30 to about 45°C in the
acetate buffer. Also, the optimum temperature for the
Aspergillus sojae SOX is about 42°C [1] and for SOX
from chicken white eggs is 25°C [4]. From that, it
could be concluded that the temperature optima of
SOX activity differ with the different sources of SOX
enzyme and also with the geographical distribution. 

As shown in Fig. 4b, the A. niger AUMC 4947 SOX
exhibited activity over a range of pH values (4.5–7.5),
i.e. from acidic range to slightly alkaline, where the
optimum pH was found to be pH 5.5. This result is in
agreement with the fact that the optimum pH for the
A. niger SOX is slightly acidic of about pH 5.0–5.6
when the substrate is GSH dissolved in sodium acetate
buffer [9, 15, 16] Also, the optimum pH for the A. so�
jae SOX is about 6.5 [1]. On the other hand, SOX can
exhibit its optimum activity at a neutral or slightly al�
kaline pH as in the case of a Penicillium species having
an optimum pH of the enzyme about pH 7.0–7.8 us�
ing GSH as a substrate [17], rat seminal vesicle having
its optimum pH of about 7.0 [18] and chicken white
eggs having an optimum pH its of about pH 7.0–8.0
[4]. Thus, it can be concluded that the optimum pH
for the SOX activity is quite different among different
organisms, genera and species.

Purification of SOX. Purification of the A. niger
AUMC 4947 SOX was performed in two steps by gel�
filtration (Sephadex G�100) and anion�exchange
chromatography (Q�Sepharose) where the purified
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Fig. 3. The intracellular SOX induction after incubation of
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SOX enzyme was eluted between 100�300 mM NaCl.
Lineweaver�Burk plot was constructed, (Fig. 5) and
the Michaelis�Menten constant (Km = 6.7 mM) and
maximum velocity (Vmax = 100 µmol/min/mg) of sub�
strate oxidation were calculated for the purified SOX
of A. niger AUMC 4947. This enzyme was found to be
a dimer enzyme, with two 50–55 kDa subunits visual�
ized as two bands by the double staining of the gel after
SDS�PAGE using Coomassie Brilliant Blue R 250
(Fig. 6). Oy [9] recorded that the A. niger SOX had a

molecular weight of about 106 kDa and it was consti�
tuted by two subunits with a molecular weight of about
50 to 55 kDa as determined by SDS�PAGE. Vignaud
et al. [16] reported that molecular weight of the
A. niger SOX was 110 kDa. These data are in agree�
ment with our results.
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α�L�rhamnosidase (EC 3.2.1.40) [1] cleaves termi�
nal α�L�rhamnose specifically (Fig. 1) from large
number of natural products [2]. The enzyme occurs
widely in nature and has been found in animal tissues
[3–4], plants [5–6], fungi [7–12] and bacteria [13–
15]. It is a biotechnologically important enzyme due
to its various applications, like debittering of citrus
fruit juices [16–19], enhancement of wine aromas
[20], preparation of many drugs and drug precursors
by derhamnosylating the terminal L�rhamnose con�
taining substrates [21–23]. 

α�L�rhamnosidases with different properties are
suitable for various biotechnological applications. For
example, α�L�rhamnosidases which have pH optima
in the range 3.0–4.0 are more suitable for debittering
of citrus fruit juices because they also have pH in the
range 3.0–4.0. α�L�Rhamnosidases having pH opti�
ma in the alkaline range will be more suitable for the
enzymatic conversion of naringin to prunin because
β�glucosidase activity which is responsible for further
hydrolysis of prunin to naringenin will not be active in
alkaline pH range even if it is present in the prepara�
tion of α�L�rhamnosidase. The most of the α�L�
rhamnosidases reported so far have pH optima either
in the acidic [3, 11, 24, 25] or in neutral [4, 13, 26] pH
ranges. No α�L�rhamnosidase with pH optimum
greater than pH 8.0 has been reported so far. 

The aim of the study is to purify an α�L�rhamnosi�
dase from Aspergillus clavato�nanicus MTCC 9611
having pH optimum 10.0. The enzymatic properties
like Km, pH and temperature optima of the purified
enzyme have been determined and its use in the enzy�
matic conversion of naringin to prunin has been dem�
onstrated. 

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. p�nitrophenyl�α�L�rhamnopyranoside,
naringin, L�rhamnose, rutin, DEAE cellulose and
CM cellulose were purchased from Sigma (USA). All
the chemicals used in the PAGE including the protein
molecular weight markers were procured from Banga�
lore Genei Pvt. Limited (India). All other chemicals
were either from Merck Ltd Mumbai (India) or from
S. D. Fine Chem. Ltd Mumbai (India) and were used
without further purification.

Isolation of fungal strain and production of the en�
zyme. The fungal strain was isolated in our laboratory
from decaying rice on the soil by streaking method on
Petri plate using potato dextrose agar medium [27].
The fungal strain was identified as A. clavato�nanicus
at MTCC Centre, Institute of Microbial Technology in
Chandigarh (India) and was deposited there with iden�
tification number MTCC�9611. The fungal strain was
maintained on slants of potato dextrose agar medium. 

The secretion of α�L�rhamnosidase by the A. clav�
ato�nanicus MTCC 9611 cells was studied in the liquid
culture medium having composition (g/l): CaCl2 –
1.0, MgSO4 ⋅ 7H2O – 3.0, KH2PO4 – 20.0,
N(CH2COONa)3 – 1.5, MnSO4 – 1.0, ZnSO4 ⋅ 7H2O –
0.1, CuSO4 ⋅ 5H2O – 0.1, FeSO4 ⋅ 7H2O – 0.1, sucrose –
40.0, ammonium tartarate – 8.0 and H3BO3 – 10.0 mg/l.
One ml of the spore suspension (spore density 8 ×
× 106 spores/ml) from the agar slant was inoculated
aseptically into the liquid culture medium (20 ml) kept
in 100 ml culture flask which also contained from 0.5
to 1.5% of naringin or rutin as inducer. The experi�
ments were performed in triplicates. The culture flasks
were incubated in a Biological Oxygen Demand incu�
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bator at 25°C under stationary conditions. Aliquots of
one ml were withdrawn at the regular intervals of 24 h,
filtered through Millex syringe filters (0.22 μm) and
analyzed for the presence of α�L�rhamnosidase activ�
ity as described below. 

Assay of α�L�rhamnosidase activity. The activity of
α�L�rhamnosidase was assayed using naringin as the
substrate following the Davis method [28]. The reac�
tion solution consisted of 2.5 ml of 0.86 mM naringin
dissolved in 0.2 M Na�acetate�acetic acid buffer
(pH 4.5) maintained at 60°C. 0.25 ml of the enzyme
extract was added to the mixture, then 0.1 ml aliquot
was withdrawn immediately and added to 2.5 ml of
90% diethylene glycol followed by the addition of
0.1 ml 4 N NaOH. 0.1 ml aliquots were withdrawn at
the intervals of 5 min and treated in the same manner
as mentioned above. The samples were maintained at
the ambient temperature at least for 10 min and OD420

were measured spectrophotometrically. The absor�
bance values were converted into the concentrations of
naringin values by using a calibration curve for narin�
gin. The rate of naringin hydrolysis was calculated
from the plot of the concentration of naringin versus
time. One unit of enzyme activity (IU) was defined as
the amount of enzyme required to hydrolyze 1 μmol of
naringin per min of under the above assay conditions. 

During the purification of α�L�rhamnosidase and
the determination of Km, pH, and temperature optima
of the purified enzyme, the activity of α�L�rhamnosi�
dase was assayed using p�nitrophenyl�α�L�rhamnopyr�
anoside as the substrate and monitoring the formation
of p�nitrophenol spectrophotometrically at 400 nm by
the method reported Romero et al. [29]. The molar ex�
tinction coefficient value 21.44 mM–1 cm–1 was used
for the calculation of enzyme unit. UV�Visible spec�
trophotometer Hitachi (Japan) model U�2000 which
was fitted with electronic temperature control unit was
used for spectroscopic measurements. The steady state
velocity measurements were reproducible within 5%
errors. 

Purification of α�L�rhamnosidase. For the purifi�
cation of α�L�rhamnosidase, the fungus was grown in
15 sterilized 100 ml culture flasks containing 20 ml of
liquid culture medium supplied with 1.0% rutin. The
maximum activity of α�L�rhamnosidase was revealed
on the third day of the growth. The fungal cultures
were pooled and the mycelia were removed by filtering
the culture medium through 4 layers of cheese cloth.
The culture filtrate was centrifuged at 10,000 rpm for
20 min at 4°C and supernatant (250 ml) was concen�
trated to 15 ml using Amicon concentration cell mod�
el 8200 and ultrafiltration membrane PM10 with mo�
lecular weight cut off value of 10 kDa (Millipore,
USA). Then it was concentrated by putting in the dial�
ysis tube and covering with sucrose and dialyzed
against 0.01 M citric acid�phosphate buffer, pH 4.0,
for 24 h. The appropriate condition for the binding of
α�L�rhamnosidase on CM cellulose was determined
experimentally by the reported method [30]. Three ml
of the dialyzed enzyme solution was loaded on CM�
cellulose column of size 2.5 × 15 cm equilibrated with
0.01 M citric acid�phosphate buffer, pH 4.0. The col�
umn was washed with the same buffer and α�L�rham�
nosidase activity was eluted using the linear 0–1.0 M
NaCl gradient in the same buffer (50 ml of the buffer +
+ 50 ml buffer containing 1.0 M NaCl). 5 ml fractions
were collected and analyzed for the α�L�rhamnosi�
dase activity and for protein concentration (Lowry’s
method). The α�L�rhamnosidase active fractions were
combined and concentrated using sucrose. The puri�
fied concentrated enzyme sample 2.8 ml was stored at
–20°C until use.

SDS�PAGE and native PAGE analysis of the puri�
fied enzyme. The homogeneity of the enzyme prepara�
tion was checked by SDS�PAGE analysis using the
method reported by Weber and Osborn. The resolving
gel was 10% acrylamide in 0.375 M Tris�HCl buffer
(pH 8.8) and stacking gel was 5% acrylamide in
0.063 M Tris�HCl buffer (pH 6.8). The electrophore�
sis buffer was 0.025 M Tris�glycine buffer (pH 8.5).
The gel was run at constant current of 20 mA. The mo�
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Fig. 1. The α�L�rhamnosidase reaction.
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lecular weight markers used were phosphorylase�97.4,
bovine serum albumin�66.0, ovalbumin�43.0, carbon�
ic anhydrase�29.0 and soyabean trypsin inhibitor
20.1 kDa.

The native polyacrylamide gel electrophoresis was
done using the reagent kit supplied by Bangalore Ge�
nei Pvt. Limited (India). The resolving gel was 8%
acrylamide in 0.39 M Tris�HCl buffer (pH 8.8) and the
stacking gel was 5% acrylamide in 0.068 M Tris�HCl
buffer (pH 6.8). The molecular weight markers used
was catalase (240.0 kDa). In both PAGE the proteins
were visualized by silver staining.

Determination of the enzymatic characteristics.
The Km value of the purified α�L�rhamnosidase for the
substrate p�nitrophenyl�α�L�rhamnopyranoside was
determined by measuring the steady state velocity of
the enzyme catalyzed reaction at different concentra�
tions of p�nitrophenyl�α�L�rhamnopyranoside (from
0.1 to 5.0 mM) using the method reported Romero
et al. [29]. The Km value was determined by linear re�
gression analysis of the data points (average of tripli�
cate measurements) of the double reciprocal plots.
The value of Km of the purified enzyme for the natural
substrate naringin was also determined in the similar
way except that the steady state velocity of naringin
hydrolysis was determined by Davis method [28].

The pH and temperature optimum of the purified
enzyme was determined by using p�nitrophenyl�α�L�
rhamnopyranoside as the substrate and measuring the
steady state velocity of the enzyme catalyzed reaction
in solutions of varying pH from 2 to 13 and tempera�
ture from 20 to 70°C. The buffers used were 0.1 M cit�
ric acid�NaH2PO4 (McIlvaine buffer, pH 3–7), Clarks
and Lubs solution buffer (pH 8–10) and 0.1 M Na�
phosphate buffer (pH 11–13). 

Studies on the enzymatic hydrolysis of naringin to
prunin. One ml of 1.0 mM naringin in Na�phosphate
buffer (pH 10.0) was treated with 200 μl of the crude
α�L�rhamnosidase containing 3.2 × 10–2 IU/ml. The
reaction was allowed to occur at 30°C for 1 h. The re�
action solution was extracted thrice with 1.0 ml of eth�
yl acetate. The extract was analyzed using HPLC with
4.6 × 250 mm column, model M�600E with Spher�
isob, C18, 5U (Waters, India Private Ltd). The solvent
used was methanol–water 50 : 50 by volume at the flow
rate of 2 ml/min. The peaks were detected at 254 nm. 

RESULTS AND DISCUSSION

The purification procedure of the α�L�rhamnosi�
dase of A. clavato�nanicus MTCC�9611 is summarized
in Table and the elution profile of the enzyme from the
CM�cellulose column is shown in Fig. 2. The activity
peak of the enzyme coincides with the major protein
peak indicating that the eluted enzyme is relatively
pure. The results of SDS�PAGE analysis are shown in
Fig. 3a. The presence of single protein band in lane 2
in which purified enzyme has been loaded indicates
that the enzyme is homogenous. The molecular weight
calculated from the SDS�PAGE data was 82 kDa. The
results of native PAGE analysis of the purified enzyme
are shown in Fig. 3b in which catalase has been loaded
in lane 1 and the purified enzyme has been loaded in
lane 2. In the native PAGE, the purified α�L�rham�
nosidase gives single protein band which supports the
results of SDS�PAGE. 

The Km values determined for the purified enzyme
at 50°C in 0.1 mM sodium phosphate buffer pH 10.0
using p�nirophenyl�α�L�rhamnopyranoside and nar�
ingin as the substrate from double reciprocal plots (da�
ta not shown) were 0.65 mM and 0.95 mM respective�
ly. The Km values using the same substrate for p�nitro�
phenil�α�L�rhamnopyranoside purified from Fagopyrum
esculeutum [31], Bacteroides JY�6 [13], Pseudomonas
paucimobilis FP 2001 [32], Fusobacterium K�60 [14],
Penicillium decumbens [29] and Aspergillus aculeatus
RhaA and RhaB [11] have been reported to be 0.33,
0.29, 1.18 0.057, 1.52 and 0.3 and 2.8 mM respectively.
Similarly, the reported Km values using naringin as the
substrate for α�L�rhamnosidases from Bacteroides JY�
6 [13], Pseudomonas paucimobilis FP 2001 [32], Fuso�
bacterium K�60 [14] and Penicillium decumbens [29]
were 0.89, 0.17, 0.021 and 7.0 mM respectively. Thus,
the purified α�L�rhamnosidase from A. clavato�nani�
cus MTCC�9611 had intermediate affinities for both
p�nitrophenyl�α�L�rhamnopyranoside and naringin
as compared to the reported α�L�rhamnosidases. 

The results of the dependence of activity of the pu�
rified enzyme from A. clavato�nanicus MTCC�9611
on the variation of the pH of the reaction mixture are
shown in Fig. 4a. The enzyme was active in a broad pH
range 4–12 but the maximum activity was at pH 10.0.
The most of the α�L�rhamnosidases reported so far
have pH optima either in the acidic [3, 11, 24, 25] or

Purification steps of α�L�rhamnosidase from Aspergillus clavato�nanicus MTCC�9611

Steps Total 
volume, ml

Activity, 
IU/ml

Protein, 
mg/ml

Specific 
activity, IU/mg

Total 
activity, IU

Total protein, 
mg

Purification, 
fold

Recovered, 
%

Culture filtrate 250 0.03 0.08 0.37 7.50 20.0 1 100

Concentration by ultra�
filtration and dialysis

15 0.35 0.31 1.13 5.25 4.65 3 70

Eluted from CM�cellu�
lose column

24.5 0.06 0.01 6.00 1.47 0.25 16 20
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neutral [4, 13, 26] pH ranges. Only α�L�rhamnosidas�
es of Clostridium stercorarium [15], Sphingomonas
paucimobilis [33], Pseudomonas paucimobilis FP2001
[32] and bacterium PRI�1686 [34] have their pH opti�
ma values of 7.5, 8.0, 7.9 and 7.8 respectively. Thus,
the purified enzyme from A. clavato�nanicus MTCC�
9611 is the only α�L�rhamnosidase having pH opti�
mum at 10.0. This makes it more suitable for the enzy�
matic conversion of naringin to prunin, a pharmaceu�
tically important rare compound, because at this pH,
β�glucosidase activity even if present in the α�L�
rhamnosidase preparation will not be able to further
hydrolyze prunin to naringenin. 

We detected also the pH stability of the purified en�
zyme in the pH range (2–12) and found that the en�
zyme was the most stable at pH 4.0.

The variation of the activity of the purified enzyme
with temperature of the reaction solution is shown in
the Fig. 4b. The temperature optimum of the enzyme
was 50°C. The temperature optima of the α�L�rham�
nosidases reported in the literature [7, 9, 10, 34, 35]
were in the range 40–80°C. 

One of the applications of α�L�rhamnosidase is in
the conversion of naringin which is 4′,5,7�trihydroxy�
flavanone 7�rhamnoglucoside to prunin which is
4′,5,7�trihydroxyflavanone 7�glucoside. If β�glucosi�
dase activity is present in the α�L�rhamnosidase prep�
aration, the glucose unit of prunin is further cleaved
giving naringenin which is 4′,5,7�trihydroxyfla�
vanone. To make the α�L�rhamnosidase preparation
suitable for the conversion of naringin to prunin, it
must not contain β�glucosidase activity or it must be
active in alkaline pH range where β�glucosidase
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Fig. 4. Determination of pH (a) and temperature optima (b) for α�L�rhamnosidase from A. clavato�nanicus MTCC�9611. The
dependence of the enzyme activity on pH of the reaction mixture at 50°C. The dependence of the enzyme activity on temperature
of the reaction mixture in 0.1 M Na�phosphate buffer (pH 10.0). 
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should have no activity. Keeping these points in view,
crude preparation of α�L�rhamnosidase from A. clav�
ato�nanicus MTCC�9611 was tested at pH 10.0 for the
conversion of naringin to prunin. The results of HPLC
analysis of the ethyl acetate extract of the enzymatic
hydrolysis products are shown in Fig. 5b, c. The peak
at retention time 3.99 min is due to naringin and the
peak with retention time 2.99 min is due to prunin.
Pure samples of naringin and naringenin gave peaks at
retention time 4.0 and 7.4 min respectively under
identical conditions. In Fig. 5, there is no peak corre�
sponding to retention time 7.4 min indicating that
there is no naringenin present in the enzymatic hy�
drolysis products of naringin showing that prunin is
not hydrolyzed to naringenin by crude enzyme prepa�
ration. In the ethyl acetate extract 76% of the enzy�
matic reaction products was prunin indicating that the
purified α�L�rhamnosidase from A. clavato�nanicus
MTCC�9611 can be used for the conversion of narin�
gin to prunin and prunin is not hydrolyzed to naringe�
nin under these conditions. 
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Мицелиальные грибы являются продуцентами
биоактивных вторичных метаболитов, относящих�
ся как к микотоксинам, так и к метаболитам, обла�
дающих важными терапевтическими свойствами,
которые нашли применение в медицине. К ним от�
носятся хиназолиновые алкалоиды, встречающи�
еся у грибов родов Aspergillus, Penicillium, Acremoni�
um, Neosartorya. Для хиназолиновых соединений в
зависимости от заместителей показан разнообраз�
ный биологический эффект: болеутоляющий,
противовоспалительный, антимикробный, брон�
холитический, седативный, противоопухолевый и
др. [1]. Представителями хиназолиновых алкалои�
дов являются фумихиназолины А�G, образующие�
ся из антраниловой кислоты, триптофана и алани�
на. Их продуцируют некоторые штаммы грибов
Aspergillus fumigatus и Penicillium thymicola [2, 3].
Фумихиназолины F и G обладают противорако�
вой активностью на клетки лимфолейкоза P 388
(ED50 13.5 мкг/мл и 13.8 мкг/мл соответственно) [2]. 

Ранее у штамма P. thymicola ВКМ FW�869, вы�
деленного из образца криопэга возрастом 100–
120 тыс. лет, были идентифицированы фумихина�
золины F и G (ФХ) и метаболит поликетидной
природы PC�2 (6�(1�гидроксипентил)�4�меток�
сипиранон) [4]. 

Цель работы – изучение влияния различных
факторов на биосинтез фумихиназолинов F и G
грибом P. thymicola ВКМ FW�869 и выявление
условий, оптимальных для продуцирования этих
метаболитов.

МЕТОДИКА

Использовали штамм P. thymicola ВКМ FW�869
из Всероссийской коллекции микроорганизмов

ИБФМ РАН (ВКМ). Гриб выращивали глубин�
ным способом в 150 мл минеральной среды в кол�
бах объемом 750 мл при 24 ± 1°C на качалке
(220 об/мин). Постоянными компонентами сред
были (г/л): янтарная кислота – 5.4, MgSO4 ⋅ 7H2O –
0.3, KH2PO4 – 1.0, рН доводили до 5.4 концентри�
рованным раствором NH4OH. Влияние концен�
трации маннита на продукцию вторичных мета�
болитов изучали при концентрации субстрата 10,
20, 30, 40 или 50 г/л. Поверхностное культивиро�
вание гриба и влияние ионов цинка (4.4 мг/л
ZnSO4 ⋅ 7Н2О) проводили на среде с 50 г/л манни�
та. Влияние 0.5, 1.0, 1.5, 2.5, 4.0 и 5.0% NaCl на
рост и биосинтез вторичных метаболитов изучали
при концентрации маннита 20 г/л. Дрожжевой
экстракт (“Difco”, США) (0.1 г/л), KСl (0.5 г/л),
повышенное количество янтарной кислоты
(10.8 г/л) и ионов аммония вносили в среду с
20 г/л маннита и 2.5% NaCl. Влияние глюкозы,
маннита, ксилозы, арабинозы, сахарозы, глице�
рина и этанола (8 г углерода на 1 л среды) на рост
и продукцию вторичных метаболитов изучали в
среде (г/л): (NH4)2SO4 – 3.0, KH2PO4 – 1.0,
K2HPO4 – 0.1, MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.7. Этанол вносили
дробно ежесуточно (3 об. %). Засев сред осуществля�
ли водной суспензией конидий (1–2 × 107 спор/мл)
14�суточной культуры, выращенной на скошен�
ном сусло�агаре. Рост штамма оценивали по су�
хой массе мицелия. 

Метаболиты извлекали из фильтрата культу�
ральной жидкости экстракцией хлороформом, а
из мицелия – экстракцией метанолом. Метаноль�
ную вытяжку разбавляли дистиллированной Н2O
в соотношении 1 : 10 и экстрагировали хлорофор�
мом. Хлороформные экстракты высушивали над
Na2SO4 (безводный) и упаривали в вакууме. Ана�
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лиз экстрактов осуществляли методом тонко�
слойной хроматографии на пластинках силикаге�
ля (Silica gel 60 F254, “Merck”, Германия) в систе�
мах: хлороформ–метанол–25%�ный NH4OH
(конц.) (90 : 10 : 0.1 ) (I) и (80 : 20 : 0.2) (II). Веще�
ства обнаруживали по поглощению в УФ�свете и
после опрыскивания пластин реактивами Эрлиха
для обнаружения индолсодержащих и Драген�
дорфа для идентификации азотсодержащих мета�
болитов.

Концентрацию метаболитов определяли спек�
трофотометрически (Specord UV VIS, “Carl�Zeiss
Jena”, Германия): желтый пигмент (П&1) при
460 нм в смеси (1 : 1) фильтрата культуральной
жидкости и карбонатного буфера (pH 10.3), жел�
то�коричневых пигментов (П&2) при 365 нм в
фильтрате культуральной жидкости. Концентра�
цию ФХ и PC�2 определяли после их выделения
из хлороформного осадка с помощью препара�
тивной ТСХ, в метаноле при 285 и 280 нм соответ�
ственно. Расчет производили, используя соответ�
ствующие калибровочные кривые.

Тоничность или осмоляльность сред (m0) рас�
считывали по формулам m0 = –128logaw; aw = N/(n +
+ N); где aw – активность воды, N – моли воды в
растворе, n – моли растворенных веществ; для
электролитов – вместо n подставляли νn, где ν –
число ионов на молекулу [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что накопление вторичных метабо�
литов в среде культивирования связано с процес�
сами их экскреции из клеток и определяется
прежде всего физико�химическими свойствами
соединений, местом их биосинтеза и способом их
выделения из клеток организмом�продуцентом.
Ранее ФХ выделяли из мицелия Aspergillus fumiga�
tus и P. thymicola, выращенных поверхностным
способом на комплексных средах [2, 3, 6]. Нами
было проведено изучение распределения ФХ
между мицелием и культуральной жидкостью при
глубинном и поверхностном культивировании
штамма FW�869 на минеральной среде (маннит

50 г/л). У гриба, независимо от способа культиви�
рования, основная часть ФХ от их общего коли�
чества находилась в культуральной жидкости
(табл. 1). Так, при глубинном культивировании
содержание внутриклеточных ФХ составило 12–
14%, а при поверхностном культивировании –
25–35% от суммы ФХ. Причем при глубинном
культивировании удельные скорости биосинтеза
(qб) и экскреции (qэ) ФХ были выше на 30 и 57%
соответственно по сравнению с поверхностным
ростом. Сравнение этих результатов с данными
литературы [3] показало практически аналогич�
ные значения для внутриклеточного содержания
ФХ – 13 и 9 мг/л соответственно. Таким образом,
наши результаты однозначно свидетельствовали,
что наиболее эффективным является глубинное
культивирование с последующим выделением
ФХ из фильтрата культуральной жидкости. 

Было обнаружено, что в процессе роста гриба
P. thymicola в различных средах происходило окра�
шивание культуральной жидкости сначала в ярко�
желтый, затем в насыщенный желто�коричневый
цвет. Анализ экстрактов методом ТСХ показал при�
сутствие одного желтого пигмента (Rf 0.7 (I)) и двух
желто�коричневых пигментов (Rf 0.62 и 0.66 (I)).
Все эти вещества не давали положительной реак�
ции с реактивом Драгендорфа, что свидетель�
ствовало об отсутствии азота в структуре соедине�
ний. УФ�спектр желтого пигмента (П�1) имел
λмакс в областях 224, 302, 461 нм, а спектры желто�
коричневых пигментов (П�2) были идентичны
при 208, 274, 368, 446 нм. Близкие значения хро�
матографической подвижности желто�коричне�
вых пигментов и одинаковый хромофор, указыва�
ет на то, что данные соединения имеют сходную
структуру. Для пенициллов известен биосинтез
пигментов разнообразной структуры, синтезиру�
ющихся из ацетил� и малонил�КоА по полике�
тидному пути [7]. 

Известно, что биосинтезу индолсодержащих
метаболитов различной структуры способствуют
среды, содержащие два источника углерода –
кислоту цикла Кребса и медленно утилизируе�
мый углевод, например янтарную кислоту и ман�

Таблица 1. Содержание внутриклеточных и внеклеточных ФХ (мг/л) при глубинном и поверхностном культиви�
ровании P. thymicola на минеральной среде с 50 г/л маннита

Культивиро�
вание

Возраст 
мицелия, сут

Биомас�
са, г/л

Внутриклеточные Внеклеточные Суммарные

мг/л qб, мг/г сут мг/л qэ, мг/г сут мг/л q, мг/г сут

Глубинное 6 1.2 1.3 0.2 11 1.5 12.3 1.7

10 1.8 6.5 0.7 40 4.0 46.5 4.7

13 3.9 13 0.6 97 4.9 110 5.5

Поверхност�
ное

10 1.6 8.3 0.5 33 2.1 41.3 2.6

17 4.8 18 0.3 50 0.5 68.0 0.8
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нит [8]. Было изучено влияние различных концен�
траций маннита при постоянной концентрации
других компонентов среды на рост и биосинтез ме�
таболитов P. thymicola. Следует отметить, что ман�
нит рассматривался не только как углеродный суб�
страт, но и как осмопротектор, так как тонич�
ность сред изменялась от 0.28 до 0.50 осмолей.
Рост гриба характеризовался диауксией, что сви�
детельствовало о последовательной утилизации
углеродных субстратов (рис. 1). Влияние концен�
трации маннита на максимальные показатели ро�
ста и биосинтеза метаболитов P. thymicola пред�
ставлены в табл. 2. Можно видеть, что биомасса
возрастала до концентрации 30 г/л маннита в сре�
де, а затем оставалась постоянной. Максималь�

ные значения удельной скорости роста гриба на
сукцинате (μ1) увеличивались до концентрации
40 г/л маннита, а далее не менялись, что свиде�
тельствовало о влиянии тоничности среды на μ1.
Оптимальная тоничность среды для роста на сук�
цинате была выше 0.45 осмолей. Максимальная
удельная скорость роста на манните (μ2) возрас�
тала до концентрации 30 г/л маннита в среде.
Дальнейшее увеличение маннита не влияло на
содержание биомассы, но приводило к снижению
μ2 в 1.5 раза по сравнению с максимальным значе�
нием. Эти данные свидетельствуют о том, что
маннит до концентрации 30 г/л является лимити�
рующим рост субстратом, а дальнейшее увеличе�
ние его концентрации в среде приводит к пере�
ключению на другой лимитирующий компонент
среды. Для подтверждения этого в среду, содержа�
щую 50 г/л маннита, вносили ионы цинка. Обна�
ружено увеличение в 1.6 раза биомассы (x) и μ2 по
сравнению с контролем, что свидетельствовало о
наличие лимитирования по цинку. 

В состав метаболома P. thymicola выращенного
на этих средах входили ФХ, PC�2 и желто�корич�
невые пигменты (П�2). Динамика биосинтеза
каждого из метаболитов имела свои особенности
(рис. 1). Биосинтез ФХ проходил параллельно ро�
сту и имел циклический характер. Падение кон�
центрации алкалоидов и снижение удельной ско�
рости их накопления в культуральной жидкости
наблюдалось во вторую лаг�фазу (5–6 сут) и в нача�
ле стационарной фазы роста (11 сут). Максималь�
ная концентрация алкалоидов в культуральной
жидкости наблюдалась в начале второй стационар�
ной фазы роста. Поликетид PC�2 обнаруживался в
культуральной жидкости одновременно с ФХ, и
его содержание мало изменялось в процессе роста
гриба. П�2 начинал синтезироваться в фазу ак�
тивного роста гриба на манните с 7 сут, скорость

г/л; П�2 × 100 мг/л ФХ, РС�2, мг/л
7
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Рис. 1. Динамика роста и биосинтеза вторичных ме�
таболитов при культивировании P. thymicola в среде с
50 г/л маннита:
1 – биомасса, г/л; 2 – ФХ, мг/л; 3 – РС�2, мг/л; 4 – П�2,
мг/л.

Таблица 2. Влияние концентрации маннита на максимальные показатели роста и биосинтеза метаболитов P. thy�
micola

Показатель
Маннит, г/л

10 20 30 40 50

Тоничность среды, осмоль 0.28 0.33 0.39 0.45 0.50

Биомасса, г/л 2.8 3.9 6.3 6.3 6.3

µ1, ч–1 0.003 0.005 0.008 0.018 0.018

µ2, ч–1 0.009 0.013 0.014 0.009 0.008

ФХ, мг/л 18 26 35 46 116

YФХ/x, мг/г 6.4 6.6 5.6 7.3 18.4

PC�2, мг/г 1.8 7.9 5.9 7.3 12.0

YPC�2/x, мг/г 0.6 2.0 1.0 1.2 1.9

П�2, мг/л 48 528 595 662 692

YП�2/x, мг/г 17.1 135.4 94.4 105.1 109.8
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его биосинтеза возрастала и в стационарную фазу
достигала максимальных значений. Таким обра�
зом, динамика биосинтеза П�2 проходила по
классической идиофазной модели, известной для
различных вторичных метаболитов и, в том числе
для пигментов [9].

Концентрация маннита в среде оказывала вли�
яние на продукцию всех метаболитов (табл. 2).
Максимальные значения показателей их биосин�
теза получены при 50 г/л маннита. Содержание в
культуральной жидкости ФХ, PC�2 и П�2 было
выше в 6.4, 6.7 и 14.4 раза соответственно по срав�
нению с 10 г/л маннита. При всех изученных кон�
центрациях маннита преобладал П�2 (71–84% от
суммы метаболитов). Концентрация маннита
оказывала влияние на соотношение метаболитов
в экстракте (рис. 2а). Так, ФХ и П�2 при 50 г/л ман�
нита составили 14 и 84%, а при 10 г/л маннита – 27
и 71% соответственно. Преимущественный био�
синтез пигмента свидетельствовал об избытке уг�
леродного субстрата в среде культивирования гри�
ба P. thymicola. Известно, что образованию пиг�
ментов способствует избыток углеродного
субстрата, присутствие в питательной среде ионов
железа, меди, цинка и другие факторы [10]. Сле�
дует отметить, что при внесении ионов цинка в
среду с 50 г/л маннита, концентрация пигментов
и их выход на 1 г биомассы (YП�2/x) были выше в
3.5 и 2.3 раза соответственно, чем в контроле.
Этот микроэлемент оказывал негативное влия�
ние на биосинтез ФХ – концентрация и YФХ/x

снижались в 1.5 и 2.4 раза соответственно по срав�
нению с контролем.

Таким образом, установлено, что у P. thymicola
концентрация второго углеродного субстрата
(маннит) оказывала регуляторное влияние как на
количество синтезируемых метаболитов, так и на
их соотношение. 

Были изучены рост и биосинтез вторичных ме�
таболитов грибом при различных концентрациях

NaCl в среде, не содержащей избытка углеродно�
го субстрата (20 г/л маннита). Из результатов
табл. 3 видно, что при увеличении концентрации
NaCl происходило снижение биомассы, и при 5%
NaCl она составила 70% от контроля. NaCl до 4%
не повлиял на μ1, но при 5% NaCl наблюдалось
снижение μ1. Зависимость удельной скорости ро�
ста на манните (μ2) от концентрации NaCl имела
вид куполообразной кривой с максимальным зна�
чением при 2.5% NaCl. Таким образом, при глу�
бинном культивировании культура проявляла
свойства умеренной галотолерантности. 

Концентрация NaCl в среде оказывала влия�
ние на биосинтез всех метаболитов (табл. 3). Бы�
ло обнаружено, что при увеличении концентра�
ции NaCl происходило снижение продукции ме�
таболитов поликетидной природы (П�2, РС�2), а
при концентрации свыше 2.5% П�2 не синтезиро�
вался вообще. Зависимость образования ФХ от
концентрации NaCl имело куполообразную фор�
му с максимумом при 2.5% NaCl. Причем в этих
условиях содержание ФХ в культуральной жидко�
сти достигло значений, наблюдаемых на среде с
50 г/л маннита (111 г/л). Концентрация NaCl ока�
зывала регуляторное влияние как на количество
синтезированных метаболитов, так и на их соот�
ношение в экстракте (рис. 2б). При использова�
нии NaCl в концентрации свыше 2.5% на долю
ФХ приходилось 97–99, а в контроле 28%. 

Ранее продуценты ФХ выращивали на ком�
плексных средах, содержащих высокие концен�
трации дрожжевого экстракта, пептона, сахарозы
или глюкозы [2, 6]. Нами было изучено влияние
дрожжевого экстракта, KСl и повышенного коли�
чества янтарной кислоты и азота на рост и био�
синтез метаболитов P. thymicola на минеральной
среде, содержащей 20 г/л маннита и 2.5% NaCl.
Внесение этих компонентов приводило к увели�
чению биомассы в 1.4, 1.5 или 2.2 раза соответ�
ственно по сравнению с контролем. Накопление
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Рис. 2. Влияние концентрации маннита (г/л) (а) и NaCl (%) (б) на содержание метаболитов гриба P. thymicola (% от
суммы метаболитов):
I – ФХ; II – П�2; III – PC�2.
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ФХ в среде с KCl возросло на 24% по сравнению с
контрольной средой, при этом выход ФХ от био�
массы (YФХ/x) был ниже контроля на 26%. На сре�
дах с дрожжевым экстрактом и повышенным по
сравнению с контрольной средой количеством
янтарной кислоты и азота продукция ФХ была
ниже контроля в 1.8 и 12.0 раз, а YФХ/x в 2.5 и
26.9 раз соответственно. Кроме того, на среде с
повышенным количеством янтарной кислоты и
азота наблюдался биосинтез П�2 (54 мг/л), не�
смотря на наличие в среде 2.5% NaCl. 

Было установлено, что P. thymicola способен
использовать в качестве единственного источни�
ка углерода и энергии глюкозу, маннит, ксилозу,
арабинозу, сахарозу, глицерин и этанол. У культу�
ры значения выхода биомассы от использованно�
го углерода (Yс) соответствовали данным, извест�
ным для этих субстратов [5]. Состав метаболитов
при росте на углеводах и глицерине был иденти�
чен и состоял из ФХ, PC�2 и желтого пигмента
(П&1). При использовании культурой этанола
биосинтеза П�1 не происходило, что, возможно,
связано как с особенностью метаболизма этого
субстрата, так и с отсутствием его избытка в среде
из�за дробного внесения в процессе культивиро�
вания гриба. В этих экспериментах в зависимости
от источника углерода количество ФХ составило
5–15 мг/л, а метаболитов поликетидной природы
(П�1, РС�2) – 55–148 мг/л. Биосинтез алкалоидов
проходил параллельно росту гриба. Таким обра�
зом, показано, что у P. thymicola ферменты био�
синтеза ФХ конститутивны, и глюкоза не являет�
ся катаболическим репрессором их биосинтеза.
Для более эффективного биосинтеза ФХ требует�
ся присутствие второго углеродного субстрата –
янтарной кислоты.

Известно, что геном мицелиальных грибов со�
держит кластеры генов, ответственных за образо�

вание вторичных метаболитов. В биосинтез вто�
ричных метаболитов вовлечены мультифункцио�
нальные ферментны: поликетидсинтаза (ПКС),
нерибосомальная пептидсинтетаза (НPПC) и ги�
бридная ПКС�НРПС. Недавно у A. fumigatus был
охарактеризован кластер генов, контролирующих
биосинтез фумихиназолинов А�G, состоящий из
8 генов [11]. Трехмодульная антранилатзависимая
НРПС (Af12080) осуществляет биосинтез фумихи�
назолинов F и G, остальные домены активируют
дальнейшее превращение этих метаболитов. Мож�
но предположить, что в геноме штамма P. thymicola
ВКМ FW�869 содержится только НРПС, ответ�
ственная за биосинтез ФХ. Присутствие метабо�
литов поликетидной природы у данного штамма
указывает на наличие ПКС в геноме гриба. 

Таким образом, культура P. thymicola ВКМ FW�
869 проявляла осмотолерантность в исследован�
ном диапазоне концентрации маннита (10–50 г/л).
По результатам изучения влияния концентрации
NaCl (0.5–5.0%) на рост штамм можно отнести к
умеренным галофилам. Установлена прямая за�
висимость между концентрацией маннита в среде
и биосинтезом пигментов. Их преимуществен�
ный биосинтез культурой (73–95%) связан с из�
бытком углеродного субстрата в среде. Показано,
что концентрация NaCl выше 2.5% оказывает не�
гативное влияние на биосинтез пигментов. Уста�
новлена прямая зависимость между концентра�
цией NaCl в среде и биосинтезом ФХ. Макси�
мальные показатели биосинтеза алкалоидов и
подавление продукции пигментов достигнуты
при концентрации в среде 20 г/л маннита и 2.5%
NaCl. 

Работа выполнена при поддержке ФЦП “Ис�
следования и разработки по приоритетным на�
правлениям развития научно�технологического

Таблица 3. Влияние концентрации NaCl на максимальные показатели роста и биосинтеза вторичных метаболи�
тов P. thymicola

Показатель
NaCl, %

0 0.5 1.5 2.5 4.0 5.0

Тоничность среды, осмоль 0.33 0.66 0. 84 1.18 1.75 2.15

Биомасса, г/л 3.8 3.5 3.1 3.0 2.9 2.7

µ1, ч–1 0.005 0.004 0.004 0.004 0.004 0.001

µ2, ч–1 0.014 0.014 0.017 0.020 0.013 0.012

ФХ, мг/л 57 84 90 111 84 79

YФХ/x, мг/г 15.0 24.0 29.0 37.0 29.0 29.3

PC�2, мг/л 4.4 3.8 3.5 3.0 2.3 0.6

YPC�2/x, мг/г 1.1 1.1 1.1 1.0 0.8 0.2

П�2, мг/л  141 101 48 0 0 0

YП�2/x, мг/г 37.1 28.9 15.5 – – –
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Abstract—Biosynthesis of fumiquinazolines F and G (FQs), PC�2, and pigments by the fungus P. thymicola
VKM FW�869 is directly dependent on the content of carbon substrate (mannitol) in the medium. Pigment
production prevailed at all of the tested mannitol concentrations. The necessary conditions for predominant
FQ biosynthesis by the fungus P. thymicola are carbon source (mannitol) limitation and presence of NaCl in
the cultivation medium. NaCl has a regulatory effect on the formation of secondary metabolites by enhancing
FQ biosynthesis and reducing pigment formation. The maximum values of FQ biosynthesis and inhibition of
pigment production are obtained at a mannitol concentration of 20 g/l and 2.5% NaCl in the medium.
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Хитин�глюкановые комплексы – основные
структурные полисахариды клеточных стенок
грибов – привлекают внимание ученых и техно�
логов как экологически безопасные природные
полимеры, получаемые из возобновляемых ис�
точников. Их высокая биологическая активность
и отсутствие токсичности препаратов на их осно�
ве определяют перспективы их использования в
медицине, биотехнологиях, косметической, пи�
щевой, текстильной и других отраслях промыш�
ленности [1]. Особенно широко хитин�глюкано�
вые комплексы используются в лечебно�профи�
лактических целях как пищевые добавки, т.к.
обладают высокой адсорбционной способностью
по отношению к ионам тяжелых металлов [2–4] и
являются эффективными энтеросорбентами [5].

Грибы, как сырье для получения хитин�глюка�
новых комплексов, имеют преимущество по
сравнению с другими организмами, продуцирую�
щими хитинсодержащие соединения, главные из
которых – их высокая скорость роста и низкое со�
держание в них минеральных веществ [6]. Извест�
но, что хитин�глюкановый комплекс грибов со�
стоит из хитина, глюканов и содержит следовые
количества белка [7], при этом структура ком�
плекса существенно зависит от состава среды,
температуры и других факторов [1, 7–10].

Хитин является неоднородным полисахари�
дом, т.к. в его структуре имеются звенья со сво�
бодными аминогруппами в составе D�глюкоза�
мина [1, 11–15]. В клеточной стенке грибов хитин
связан с глюканами β�1,3� и β�1,6�гликозидными
связями [16, 17], а с белками – пептидной связью,
образованной деацетилированными аминогруп�
пами и диаминомонокарбоновыми аминокисло�

тами неароматического строения [1, 18]. Уста�
новлено, что в хитин�глюкановых комплексах
ковалентно связанные пептидные цепочки вы�
полняют связующую роль между цепями хитина
и глюкана [19].

Содержание хитина в хитин�глюкановом ком�
плексе зависит от вида гриба и возраста таллома.
Показано, что у Armillariella mellea (класс Basidio�
mycetes) содержание хитина в комплексе состав�
ляло 70%, а у Morchella esculenta (класс Ascomycet�
es) – 50% [20]. У мицелиального гриба Coprinus
sterquilinus содержание хитина в хитин�глюкано�
вом комплексе было 1.54 и 5.85% в апексе и во
вторичной клеточной стенке соответственно [21].

В талломах симбиотических организмов – ли�
шайников, сформированных гифами гриба, клет�
ками микроводорослей и (или) цианобактерий,
клеточные стенки грибного компонента состав�
ляют основную долю (90–98%) клеточных стенок
таллома [22, 23]. В этой связи последние могут
рассматриваться, как альтернативные источники
для получения хитин�глюкановых комплексов. В
клеточных стенках грибов хитин�глюкановый
комплекс участвует в формировании лишайнико�
вого симбиоза, а также играет важную роль в про�
цессах поступления и накопления минеральных
веществ из атмосферных осадков [9]. Его состав
(соотношение компонентов) свидетельствует о
важнейших структурных изменениях в составе
клеточных стенок с возрастом таллома.

Таким образом, у лишайников хитин�глюка�
новый комплекс является важным структурным
компонентом клеточной стенки, которая выпол�
няет разнообразные физиологические функции в
клетках этих симбиотических организмов [23–

ХИТИН�ГЛЮКАНОВЫЙ КОМПЛЕКС В КЛЕТОЧНЫХ СТЕНКАХ 
ЛИШАЙНИКА Peltigera aphthosa
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Исследовали клеточные стенки и хитин�глюкановые комплексы, изолированные из разновозраст�
ных частей таллома лишайника Peltigera aphthosa. С возрастом увеличивалась массовая доля клеточ�
ной стенки и хитин�глюкановых комплексов, но уменьшалось содержание азота в этих структурах.
Наибольшей массовой долей хитин�глюканового комплекса от сухой массы таллома характеризо�
валась базальная зона таллома, апикальная – наибольшей массовой долей хитина в комплексе. По�
казано, что у P. aphthosa степень деацетилирования хитина в комплексе в зависимости от возраста
составляла 33 и 54% в апикальной и базальной зонах соответственно. Предложенная методика
функционального анализа хитин�глюкановых комплексов на присутствие в них свободных амино�
групп может быть применена при исследовании других лихенизированных грибов.
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26]. Однако до настоящего времени данных о
биохимическом составе хитин�глюкановых ком�
плексов в клеточной стенке лишайников, изме�
нении его содержания в оболочке и зависимости
биохимических показателей от возраста таллома
получено не было.

Цель работы – выделение и анализ состава хи�
тин�глюкановых комплексов из частей таллома
P. aphthosa разного возраста.

МЕТОДИКА

Объект, исследования. В работе использовали
трехкомпонентный листоватый лишайник Peltig#
era aphthosa (L.) Willd, который распространен по
всему миру в арктических, северных и умеренных
зонах и, в частности, в лесах и на лугах по всей
России. Сбор материала проводили в окрестно�
стях Беломорской биологической станции
им. Н.А. Перцова Биологического факультета
МГУ им. М.В. Ломоносова, расположенной в Ру�
гозерской губе Кандалакшского залива Белого
моря. Выбор этого вида обусловлен тем, что для
лишайника P. aphthosa характерны поверхност�
ные цефалодии – специализированные структу�
ры, в которых локализованы цианобактерии (ци�
анобионт), – которые возможно отделить от по�
верхности таллома, что позволяло получать из
трехкомпонентной системы двухкомпонентную
систему. Талломы лишайника предварительно
очищали от частичек почвы, отделяли цефалодии
(цианобионт) от поверхности таллома и послед�
ний разделяли на три зоны: апикальную (1 см от
края лопасти), медиальную (2–4 см до конца ло�
пасти, исключая апикальную зону) и базальную
(основная масса слоевища).

Выделение хитин�глюканового комплекса. Хи�
тин�глюкановый комплекс выделяли, как описа�
но [27]. Навеску воздушно сухого таллома (5 г) го�
могенизировали в ступке, помещали в круглодон�
ную колбу, добавляли 200 мл дистиллированной
воды и нагревали на кипящей водяной бане в 1 ч.
Затем осадок многократно промывали дистилли�
рованной водой на фильтре и выдерживали в
0.1%�ном растворе Na�ДДС в течение 1.5 ч при
нагревании (40°С) в колбе. Реакционную смесь
охлаждали, фильтровали, а осадок промывали до
нейтрального рН, переносили в коническую кол�
бу с 1%�ным раствором NaOH и перемешивали
при комнатной температуре. Через 30 мин колбу с
реакционной смесью нагревали и выдерживали
на кипящей водяной бане в течение 2 ч, постоян�
но перемешивая раствор. Полученный осадок по�
мещали на фильтр, промывали водой до ней�
трального рН, переносили в круглодонную колбу
и заливали 2%�ной НСl. Смесь нагревали на ки�
пящей водяной бане 1.5 ч, после чего осадок про�
мывали водой до нейтрального рН, добавляли к
нему 3%�ный раствор NaOH и снова нагревали на

кипящей водяной бане 2.5 ч. Конечный продукт
промывали водой до нейтрального рН, а затем
спиртом и водно�спиртовыми растворами пони�
жающейся концентрации (96, 70, 50, 35%).

Выделение клеточной стенки. В описанную ра�
нее для корней высших растений методику [28,
29] внесли некоторые изменения. Высушенный
материал (~4 г) помещали в стеклянную ионооб�
менную колонку (~200 мл), промывали последо�
вательно 1%�ным раствором NaOH (~0.5 л), ди�
стиллированной Н2O (~2 л), 1%�ным раствором
НСl (~0.5 л), далее дистиллированной водой до
отсутствия ионов Сl– в промывных водах. Опре�
деление хлорид�иона проводили титрометриче�
ским методом с азотнокислой ртутью [30]. На ко�
нечной стадии препараты обрабатывали спиртом
и ацетоном для удаления лишайниковых ве�
ществ, а затем высушивали в термостате с СаСl2

до постоянной массы при 55–60°С. Оценку сте�
пени очистки изолированных клеточных стенок
от внутриклеточных структур проводили описан�
ным ранее способом [29, 31], используя флуорес�
центную микроскопию (микроскоп Axioplan 2
imaging МОТ, “Carl Zeiss”, Германия). В выделен�
ных клеточных стенках отсутствовали внутрикле�
точные структуры, а в препаратах полностью со�
хранялась архитектура клеток таллома.

Содержание аминогрупп. Количество амино�
групп в полимерном матриксе клеточных стенок
определяли методом неводного титрования в ук�
сусной кислоте [32]. Навеску сухого растертого
препарата клеточных стенок (20 мг) заливали 7 мл
10 мМ раствора хлорной кислоты в ледяной ук�
сусной кислоте. По истечении 2 сут образцы отде�
ляли от раствора. До и после контакта с клеточ�
ными стенками раствор титровали 10 мМ раство�
ром бифталата калия в ледяной уксусной кислоте
в присутствии индикатора кристаллического фи�
олетового. Содержание свободных аминогрупп

 определяли по формуле [32]:

(1)

где Vисх и Vкон – количество бифталата калия, по�
шедшее на титрование исходного и конечного
(после контакта с препаратами) раствора, мл; К –
нормальность бифталата калия, мМ; Vа – количе�
ство раствора, взятого для титрования, мл; Voбщ –
общий объем раствора, которым заливали навес�
ку образца, мл; g – навеска образца, г.

Определение элементов. Элементный анализ
таллома лишайника и выделенных из него кле�
точных стенок и хитин�глюкановых комплексов
определяли на полуавтоматическом CHNS ана�
лизаторе (“Perkin Elmer” Швейцария).

NNH2
( )

NNH2

Vисх Vкон–( )KVобщ

Vag
�������������������������������������,=
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МЕЙЧИК, ВОРОБЬЁВ

Статистическая обработка. Использовали ре�
дактор Excel 7.0. Приведены средние значения из
3–5 повторностей и их стандартные отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Лишайник P. aphthosa имеет толстую клеточ�
ную стенку, так как ее доля от сухой массы талло�
ма составляет от 44 до 55% при переходе от апи�

кальной зоны к базальной (табл. 1). С возрастом
увеличивалась и доля хитин�глюканового ком�
плекса в клеточных стенках: в базальной зоне
значение этого показателя более чем в 2 и 3 раза
выше по сравнению с медиальной и апикальной
зоной соответственно (табл. 1). Возрастание со�
держания хитин�глюканового комплекса от апи�
кальной к базальной зоне у P. aphthosa может быть
связано с функционированием цефалодиев, участ�
вующих в азотном обмене лишайников [22, 33].

В клеточных стенках и хитин�глюкановых
комплексах лишайника содержание азота зависит
от возраста таллома (табл. 2). Однако в базальной
и апикальной зонах клеточных стенок различие в
этом показателе не превышает 5–15%, тогда как в
этих же зонах хитин�глюкановых комплексов до�
стигает 65%. Разное содержание азота в комплек�
сах разновозрастных частей таллома указывает на
различное соотношение в них хитина и глюканов.
Расчеты показывают, что наибольшей массовой
долей хитина характеризуется хитин�глюкано�
вый комплекс апикальной зоны, где этот показа�
тель достигал 70% (рисунок). В базальной зоне
содержание хитина было почти вдвое меньше,
чем в молодых частях таллома. Таким образом, у
P. aphthosa с возрастом в хитин�глюкановом ком�
плексе клеточной стенки массовая доля хитина
уменьшалась, а глюканов увеличивалась. Следует
отметить, что у P. aphthosa во всех частях таллома
содержание хитине в комплексе более чем в 10 раз
выше, чем у мицелиального гриба Coprinus sterqui#
linus [21] и приблизительно соответствует таково�
му у Armillariella mellea (класс Basidiomycetes) и у
Morchella esculenta (класс Ascomycetes) [20].

Преобладание хитина в составе хитин�глюка�
нового комплекса апикальной зоны P. aphthosa,
возможно, связано с процессами роста и форми�
рования структуры таллома, ведущую роль в ко�
торых играет жесткость первичных клеточных
стенок, напрямую зависящая от содержания в них
хитина [1]. Большее содержание глюкана в хи�
тин�глюкановом комплексе базальной зоны, где
преобладают процессы структурной деградации
таллома, может свидетельствовать о разрыхлении
вторичной клеточной стенки и об ослаблении ее
структурных функций. Можно предположить,
что уменьшение доли хитина и увеличение доли
глюкана в хитин�глюкановом комплексе приво�
дит к формированию в базальной зоне более мас�
сивной клеточной стенки.

Важной характеристикой хитин�глюканового
комплекса является количество деацетилирован�
ных аминогрупп. Ранее для их определения ис�
пользовали ИК�спектроскопию [34], результаты
которой в значительной мере зависят от подготов�
ки пробы. Нами разработана методика функцио�
нального анализа хитин�глюкановых комплексов
на присутствие в них свободных аминогрупп, ос�

Таблица 1. Массовая доля клеточной стенки (КС, %) и
хитин�глюкановых комплексов (ХГК, %) в различных
зонах таллома лишайника P. aphthosa*

Зона таллома КС, % ХГК, %

Апикальная 44 ± 1 4.3 ± 0.1

Медиальная 49 ± 11 6.8 ± 0.6

Базальная 55 ± 2 15.1 ± 1.7

* Расчеты проведены на единицу сухой массы таллома.
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Содержание (%) хитина (1) и глюкана (2) в хитин�
глюкановых комплексах, выделенных из разных зон
таллома (I–III) лишайника P. aphthosa. I – апикаль�
ная, II – медиальная, III – базальная.

Таблица 2. Общее содержание азота (%) в разных ча�
стях таллома P. aphthosa (Т) и изолированных из него
препаратах клеточных стенок (КС) и хитин�глюкано�
вых комплексов (ХГК)*

Зона таллома Т КС ХГК

Апикальная 3.31 ± 0.3 3.43 ± 0.3 5.4 ± 0.1

Медиальная 3.03 ± 0.4 3.29 ± 0.1 4.9 ± 0.4

Базальная 2.81 ± 0.3 2.92 ± 0.2 3.5 ± 0.2

* Приведены средние значения 5 повторностей и их стан�
дартные отклонения.
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нованная на методе неводного титрования, прин�
цип которого для низкомолекулярных соединений
описан в работе [35].

Отработку методики с целью ее применения к
полученным высокомолекулярным препаратам
проводили на образцах хитина (“ICN”, США) и
хитозана (“ICN”) с известным содержанием азота
и свободных аминогрупп (табл. 3), а также альбу�
мина. Контрольные измерения количества ами�
ногрупп в образцах показали, что избранный ме�

тод анализа может быть применен к сшитым
структурам. Для хитозана данные, полученные
методом неводного титрования, и результаты эле�
ментного анализа полностью согласуются между
собой (табл. 3). Этот вывод также подтверждают
данные анализа хитина и альбумина. Установле�
но, что доля свободных аминогрупп в первом со�
ставляет 27, а во втором – 11% (табл. 3). Результа�
ты анализа хитина на содержание неацетилиро�
ванных аминогрупп полностью соответствуют
данным других исследователей [9], а результаты
анализа альбумина – представлениям о содержа�
нии свободных аминогрупп в белках (~10%), ко�
торые принадлежат заряженным остаткам арги�
нина и лизина [36, 37].

Результаты неводного титрования препаратов
клеточных стенок свидетельствуют о том, что они
содержат от 0.36 до 0.66 мМ аминогрупп на 1 г су�
хой массы клеточных стенок в зависимости от зо�
ны таллома, т.е. от 14 до 31% от общего количе�
ства азота в экстраклеточном компартменте

(  × 100, табл. 4) соответственно. Эти резуль�

таты показывают, что в полимерной структуре
клеточной стенки P. aphthosa, помимо структур�
ных белков, присутствуют и другие азотсодержа�
щие полимеры, имеющие свободные аминогруп�
пы. Известно, что содержание последних в белках
растительных организмов составляет не более
10% [36, 37]. В соответствие с данными литерату�
ры о составе клеточной стенки лишайников и на
основании полученных результатов можно пола�

NNH2

Nкс

����������

Таблица 3. Содержание свободных аминогрупп 

общего азота (N) и доля свободных аминогрупп

 в хитине, хитозане и альбумине*

Образец N  × 100

Хитин 1295 ± 84 5057 ± 50 27

Хитозан 680 ± 33 650 ± 25 104

Альбумин 1330 ± 100 11500 11

*  и N выражены в микромолях азота на 1 г сухой массы

образца,  × 100, %. N – рассчитано по данным элемент�

ного анализа в соответствии с формулой N =  Приве�

дены средние значения трех независимых опытов и их стан�
дартные отклонения.

NNH2
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����������� 100×⎝ ⎠
⎛ ⎞
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N
�����������

NNH2
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N %( )

1.4
������������.

Таблица 4. Содержание свободных аминогрупп  общего азота (N) и доля свободных аминогрупп

 в препаратах клеточных стенок и хитин�глюкановых комплексов, выделенных из разных зон тал�

лома Р. aphthosa*

Зона таллома

Клеточная стенка Хитин�глюкановый комплекс

N N

Апикальная 355 ± 76 2450 14 1266 ± 41 3857 33

Медиальная 406 ± 58 2350 17 1307 ± 10 3500 37

Базальная 655 ± 92 2086 31 1354 ± 31 2500 54

*  и N выражены в микромолях азота на 1 г сухой массы образца,  %. N – рассчитано по данным элемент�

ного анализа в соответствии с формулой N =  Приведены средние значения трех независимых опытов и их стандарт�

ные отклонения.

NNH2
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N
����������� 100×⎝ ⎠
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N
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1.4
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гать, что у P. aphthosa отличные от белков полиме�
ры оболочки являются хитин�глюкановыми ком�
плексами.

В изолированных из таллома P. aphthosa хи�
тин�глюкановых комплексах содержание свобод�
ных аминогрупп незначительно увеличивалось от
апикальной к базальной зоне от 1.26 до 1.35 мМ
на 1 г сухой массы хитин�глюканового комплекса
соответственно, но степень деацетилирования
этих комплексов резко различалась (табл. 4). В
хитин�глюкановом комплексе апикальной зоны
степень деацетилирования составляла 33%, тогда
как комплекс базальной зоны содержал прибли�
зительно равное количество свободных и ацети�
лированных аминогрупп.

Предполагая, что изолированные хитин�глю�
кановые комплексы состоят только из хитина,
хитозана и глюкана, используя данные табл. 4,
рассчитано содержание углерода и водорода в
них. Сопоставление расчетных данных (данные
не приведены) с результатами элементного ана�
лиза показало, что показатели совпадают в преде�
лах 3–8% относительной погрешности. Оценка
дает основание предполагать, что в полученных
препаратах отсутствует внутриклеточное содер�
жимое и неструктурные компоненты клеточных
стенок.

Таким образом, нами был выделен хитин�глю�
кановый комплекс из клеточных стенок лишай�
ника P. aphthosa. Показано, что с возрастом доля
хитин�глюканового комплекса в клеточных стен�
ках увеличивалась, при этом массовая доля хити�
на больше в апикальной зоне, чем в базальной.
Хитин�глюкановые комплексы из разных частей
таллома отличались и по числу деацетилирован�
ных аминогрупп. В базальной зоне их количество
было почти в два раза больше, чем в апикальной.
Рассмотренные методы выделения и анализа хи�
тин�глюкановых комплексов могут быть исполь�
зованы при изучении других лихенизированных
грибов для установления возможности их исполь�
зования в качестве исходного сырья для получе�
ния хитинсодержащих комплексов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (гранты № 04�04�49379�а и № 08�04�01398�а)
и Федеральной целевой программы “Научные и
научно�педагогические кадры инновационной
России” по направлению “Клеточные техноло�
гии” (Государственный контракт №П�403).
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Chitin–Glucan Complex in Cell Walls 
of the Peltigera aphthosa Lichen
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Abstract—Cell walls and chitin–glucan complexes isolated from uneven�aged components of the thallus of
the Peltigera aphthosa lichen were studied. The mass fraction of the cell wall and chitin–glucan complexes
increased with age, but the content of nitrogen in these structures decreased with age. The basal area of the
thallus was characterized by the largest mass fraction of the chitin–glucan complex from the dry mass of the
thallus; the apical area, by the largest mass fraction of chitin in the complex. It was demonstrated that in
P. aphthosa, the degree of deacetylation of chitin in the complex (depending on the age) was 33 and 54% in
the apical and basal areas, respectively. The suggested method of functional analysis of chitin–glucan com�
plexes for the presence of free amino groups in them can be used for studying other lichenified fungi.
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В настоящее время в связи с сокращением за�
пасов ископаемого топлива ставится вопрос о по�
лучении альтернативных видов горючего из воз�
обновляемых ресурсов [1, 2]. Наиболее перспек�
тивно для производства биоэтанола дешевое
древесное целлюлозосодержащее сырье [3, 4]. Од�
нако полисахариды древесины без предваритель�
ной обработки не полностью гидролизуются фер�
ментами. В настоящее время в промышленности
в основном применяется технология SPORL
(Sulfite Pretreatment for Overcoming the Recalcitrance
of Lignocellulose), заключающаяся в сульфитной
предобработке субстрата [5]. Кроме этого суще�
ствует ряд перспективных технологий, которые
пока не используются в промышленности. 

Ультраизмельчение – процесс обработки мате�
риала на шаровых мельницах и дезинтеграторах,
конечным продуктом которого являются частицы
субстрата с размерами 10–6–10–9 м. В процессе
ультраизмельчения происходит разрушение лиг�
ноцеллюлозного комплекса древесины, являю�
щегося главным препятствием для ферментов.
Разрушение надмолекулярной структуры древе�
сины приводит к увеличению степени гидролиза
полисахаридов. Оценить размеры частиц, образу�
ющихся при ультраизмельчении, в широком диа�
пазоне (от нескольких нанометров до нескольких
микрон) можно при помощи методов динамиче�
ского светорассеяния и лазерной интерференци�
онной микроскопии [6–10].

Цель работы – установление корреляции меж�
ду степенью измельчения и эффективностью
ферментативного гидролиза полисахаридов дре�

весины, определение размера получающихся при
ультраизмельчении частиц, а также влияния уль�
траизмельчения на гидролиз древесины.

МЕТОДИКА

Объектами исследования были осиновые
опилки, полученные с помощью дисковой цирку�
лярной пилы, и ультрадисперсные древесные ча�
стицы (УДЧ).

Измельчение опилок проводили с помощью
планетарной шаровой мельницы RetschPM�100
(“Retsch”, Германия). Использовали две скоро�
сти вращения рабочего органа мельницы 400 и
600 об/мин. Продолжительность измельчения со�
ставляла 20, 25, 30, 35 и 40 мин. Для определения
размеров УДЧ их помещали в дистиллированную
воду (5%) на 24 ч для отделения крупных частиц. 

Оценка размеров частиц была выполнена с ис�
пользованием лазерной интерференционной мик�
роскопии (ЛИМ) и методом динамического свето�
рассеяния (ДС). ЛИМ позволяет количественно с
высокой точностью измерять оптическую раз�
ность хода (ОРХ), пропорциональную высоте
объекта и показателю преломления [9]. Исследо�
вания проводились с использованием автоматизи�
рованного интерференционного микропрофило�
метра МИА�1, разработанного во Всероссийском
научно�исследовательском институте оптико�фи�
зических исследований (Москва, Россия) с дли�
ной волны лазера 650 нм. Погрешность измере�
ния в плоскости составляла около 0.5 мкм, а по
высоте погрешность измерения ОРХ ≈ 5 нм.

ЭФФЕКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТАТИВНОГО ГИДРОЛИЗА 
ПОЛИСАХАРИДОВ УЛЬТРАДИСПЕРСНЫХ ЧАСТИЦ 

ЛИГНОЦЕЛЛЮЛОЗНОГО СЫРЬЯ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ИХ РАЗМЕРА
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Исследовали эффективность ферментативного гидролиза полисахаридов древесины, измельчен�
ной до образования ультрадисперсных частиц (УДЧ). Установлено, что содержание редуцирующих
сахаров (РС) в измельченном сырье и выход их при ферментативном гидролизе полисахаридов за�
висит от размера УДЧ. Методами лазерной интерференционной микроскопии и динамического
рассеяния выявлено, что увеличение времени измельчения субстратов от 20 до 40 мин приводило к
появлению в среде частиц от 2 до 200 нм. В ферментативных гидролизатах УДЧ наблюдалось накоп�
ление в основном глюкозы и галактозы. Интенсивность измельчения (скорость вращения мельни�
цы) и время существенно влияли на полноту ферментативного гидролиза древесины. 
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Величина ОРХ (Φ) связана с высотой (z) следу�
ющим соотношением:

Φ = (n – n0)z, (1)

где n и n0 – показатели преломления частицы и
раствора (для воды n0 = 1.333) соответственно.
Используя высокую точность измерения ОРХ,
можно оценить диаметр частиц по формуле 1. Ес�
ли предположить, что частицы являются одно�
родными сферическими, то максимальная тол�
щина (максимальное значение ОРХ) соответству�
ет диаметру частиц [11]. Для расчета толщины
частиц их показатель преломления принимался
равным показателю преломления целлюлозы
(1.468) [12]. Таким образом, метод ЛИМ позволя�
ет оценивать размеры частиц высотой менее 5 нм
(точность измерения прибора), что для частиц
целлюлозы составляет 37 нм (см. формулу 1). Ти�
пичное изображение частиц в супернатанте, по�
лученное при помощи лазерной интерференци�
онной микроскопии, представлено на рис. 1.

В опыте 2 мкл супернатанта, взятого из сред�
ней части пробирки, помещали на зеркальную
поверхность предметного стекла, накрывали по�
кровным стеклом и помещали в микроскоп. В
каждой пробе оценивалось не менее 80 объектов.
Для обработки изображений использовалась осно�
ванная на базе ImageJ,бесплатная для некоммерче�
ского использования программа FIJI (http://fiji.sc/). 

При использовании динамического светорас�
сеяния для оценки размеров частиц 1.5 мл супер�
натанта, разбавленного в 5 раз, заливали в кювету
и помещали в прибор Zetasizer Nano (“Malvern”,
England). 

Количество легкогидролизуемых сахаров в
опилках определяли по методу [13], редуцирую�
щих сахаров (РС) – по реакции с пикриновой
кислотой, целлюлозы – по методу [13]. 

Для гидролиза УДЧ использовали фермент�
ный препарат “Ламинекс BG” (“Genencor Inter�
national BVBA”, Бельгия; активность эндоцеллю�
лазы – 4700 Е/мл, активность ксиланазы –
1500 Е/мл, активность β�глюканазы – 3100 Е/мл).
В качестве субстрата для определения активности
эндоцеллюлазы использовали 1%�ную натриевую
соль карбоксиметилцеллюлозы (Na�КМЦ) в
0.05 М ацетатном буфере, рН 4.5 с 0.1 М NaCl. К
1 мл субстрата добавляли 1 мл культуральной
жидкости, инкубировали 30 мин при 50°С и опре�
деляли РС по реакции с пикриновой кислотой. За
единицу активности принимали количество фер�
мента, при действии которого на Na�КМЦ обра�
зовывался 1 мг глюкозы за 1 ч при 50°С.

Обработку ферментным препаратом “Ламинекс
BG” (“Genencor International BVBA”, Бельгия) про�
водили в колбах емкостью 100 мл с 30 мл ацетат�
ного буфера (рН 5.0) и 3% УДЧ. В колбы добавля�
ли ферментный препарат в объеме, соответствую�
щем 200 ед./г субстрата (по Na�КМЦ)и помещали
на 24 ч в шейкер�термостат при 50°С. Пробы для
анализа отбирали по 5 мл, центрифугировали
10 мин, образцы супернатанта после подготовки
проб анализировали методом ВЭЖХ. Методика
подготовки проб заключалась в удалении раство�
римых белков при нагревании образца, осветле�
нии раствора 10%�ным ацетатом свинца и филь�
трации полученного осадка на фильтре с порами
0.45 мкм и центрифугировании при 10000 g до ис�
чезновения опалесценции. Режим анализа на
хроматографе Shimadzu LC�20A (“Shimadzu”,
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Рис. 1. Изображение УДЧ в супернатанте. Время ультраизмельчения 20 мин, скорость вращения 600 об/мин. Макси�
мальное значение высоты частицы соответствует ее диаметру.
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Япония) с бинарным градиентным насосом высо�
кого давления LC�20AB с одинарной предколон�
кой Supelguard Pb: подвижная фаза – деионизиро�
ванная вода 1 мл/мин, колонка Supelcogel Pb 300 × 7.8
(Supelco, США), термостатирование 80°С [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Механическую обработку древесины осины
проводили при скорости вращения 400 и
600 об/мин в течение 20–40 мин. 

Размер УДЧ измеряли методом динамического
светорассеяния, который позволяет оценивать на�
личие частиц в растворе в широком диапазоне – от
нескольких нанометров до микрометров (рис. 2).
Установлено, что в растворах присутствуют УДЧ
различных размеров от 2 до 1100 нм. Показано,
что при увеличении времени измельчения в среде
появляются более мелкие частицы (рис. 2). Из�
мельчение в течение одинаковых промежутков
времени, но с большей скоростью приводило к
уменьшению полидисперсности частиц.

Метод динамического светорассеяния позво�
лил получить информацию о присутствии в рас�
творе частиц различного размера. Для оценки
распределения частиц по размерам использовал�
ся метод ЛИМ. При измерении УДЧ методом
ЛИМ было обнаружено, что в супернатанте нахо�
дятся частицы от ~30 нм до более 1 мкм, при этом
показано, что наибольшее число частиц в суперна�
танте составляли частицы размером менее 100 нм
(рис. 3). На гистограммах (рис. 3) они показаны
как самый высокий пик распределения по разме�
рам и соответствуют моде (наиболее часто встре�
чаемому значению размера).

Установлено, что увеличение времени обра�
ботки приводило к уменьшению размера наибо�
лее часто встречаемых частиц примерно в 2 раза.
Средние, наиболее часто встречаемые (мода) зна�
чения, а также стандартные отклонения диаметра
частиц при различных режимах измельчения
приведены в табл. 1.Чем больше среднее отличает�
ся от моды, тем более неоднородные по размерам
частицы находятся в супернатанте. Таким образом,
судя по увеличению стандартного отклонения, ха�
рактеризующего разброс размеров измеренных ча�
стиц, можно предположить, что увеличение ско�
рости вращения мельницы приводит к некоторому
увеличению дисперсности системы (см. табл. 1). 

Таким образом, с помощью двух методов было
показано, что с увеличением скорости и длитель�
ности ультраизмельчения происходило уменьше�
ние среднего размера частиц (появление частиц
более мелкого размера), при этом увеличение
скорости приводило к некоторому увеличению
дисперсности частиц в супернатанте.

Для выявления доступности компонентов УДЧ
для ферментов проводили ферментативный гид�
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Рис. 2. Распределение размеров УДЧ (диаметр), полученное с помощью динамического светорассеяния, при разной
длительности (мин) и скорости вращения (об/мин) при ультраизмельчении: 
а – 20 мин, 400 об/мин; б – 20 мин, 600 об/мин; в – 40 мин, 400 об/мин; г – 40 мин, 600 об/мин.

Таблица 1. Измеренные методом ЛИМ средние разме�
ры диаметра частиц

Параметр 
измельчения Среднее, нм Мода*, 

нм
Стандартное 
отклонение

20 мин 400 об/мин 206.1 ± 23.0 75.6 451.5

20 мин 600 об/мин 311.9 ± 53.2 75.6 781.3

40 мин 400 об/мин 103.6 ± 16.0 41.7 239.0

40 мин 600 об/мин 91.4 ± 12.4 40.4 275.7

* Размер наиболее часто встречающихся в растворе частиц.
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ролиз полисахаридов препаратом “Ламинекс”.
После осахаривания в течение 24 ч определяли
концентрацию редуцирующих сахаров (РС) мето�
дом ВЭЖХ.

В ходе исследования было показано (рис. 4, 5 и
табл. 2), что глубина ферментативного гидролиза
УДЧ зависит как от скорости вращения мельни�
цы, так и от времени предобработки. После гид�
ролиза УДЧ в среде накапливались, в основном,
глюкоза и галактоза (табл. 2). При использовании
УДЧ, полученных при 600 об/мин в течение
40 мин, обнаружены максимальные количества
глюкозы и галактозы – 9.58 и 6.43 мг/мл соответ�
ственно (рис. 5). При этом режиме в среде были
обнаружены также галактозосодержащий дисаха�

рид, арабиноза и ксилоза и ряд других моно� и ди�
сахаридов (менее 1 мг/мл), суммарная концентра�
ция редуцирующих сахаров составила 18.75 мг/мл
(табл. 2).

При меньшей скорости вращения мельницы
(400 об/мин) содержание глюкозы в среде зависело
от времени предобработки (рис. 5): при 20 мин оно
составляло1.92 мг/мл и при 40 мин – 3.73 мг/мл, га�
лактозы 1.47 и 1.90 мг/мл соответственно. Анало�
гичная динамика накопления моносахаридов об�
наружена при получении УДЧ при 600 об/мин:
концентрация глюкозы составила 6.11 мг/мл, га�
лактозы – 4.05 мг/мл при 20�минутном измельче�
нии и 9.58 и 6.43 мг/мл при 40 минутном соответ�
ственно (табл. 2).
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Рис. 3. Распределение УДЧ по размерам в пробах, измеренных методом лазерной интерференционной микроскопии
при разной длительности (мин) и скорости вращения (об/мин) при ультраизмельчении: 
а – 20 мин, 400 об/мин; б – 20 мин, 600 об/мин; в – 40 мин, 400 об/мин; г – 40 мин, 600 об/мин.
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1 – галактосодержащий дисахарид, 2 – глюкоза, 3– галактоза, 4 – ксилоза, 5 – арабиноза.
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Концентрация РС после ферментативной об�
работки УДЧ, полученных при 600 об/мин, была
значительно выше, по сравнению с УДЧ, полу�
ченными при 400 об/мин. Итак, интенсивность
вращения мельницы и длительность измельчения
существенно влияли на последующий фермента�
тивный гидролиз древесины. 

Большая концентрация РС свидетельствовала
о большей полноте и интенсивности гидролиза, а
также и об увеличении доступности целлюлозы
для гидролаз. Лигноцеллюлозный комплекс пре�
пятствует проникновению ферментов и затруд�
няет гидролиз целлюлозы и других полисахари�
дов [15]. Однако при ультраизмельчении проис�
ходит резкое увеличение площади поверхности
частиц древесины и в результате этого повыше�
ние степени гидролиза. 

Было исследовано содержание РС в исходных
опилках и УДЧ (табл. 3). Как известно, в необра�
ботанной древесине редуцирующие сахара при�
сутствуют в очень малых концентрациях. Содер�
жание РС в УДЧ оказалось значительно выше,
чем в грубоизмельченных опилках, что свиде�
тельствует о разрушении полисахаридных цепей с
образованием низкомолекулярных сахаров. 

В каждой целлюлазе имеется два домена: сорб�
ционный, или целлюлозосвязывающий, и ката�
литический домен, осуществляющий реакцию
гидролиза. Сначала образуется комплекс целлю�
лозосвязывающего домена и молекулы целлюло�
зы, затем вступает в действие каталитический до�
мен, при этом фермент как бы “перетекает” через
ряд непрочных комплексов, в конце чего образу�
ется конечный продукт реакции [16]. Совершен�
но очевидно, что рыхлая надмолекулярная струк�
тура будет гораздо легче поддаваться гидролизу,
чем плотноупакованный лигноцеллюлозный ком�
плекс. Более того, уменьшение размера гидролизу�
емых частиц также увеличит скорость фермента�
тивной реакции из�за появления более коротких
участков молекул целлюлозы. Это можно оценить
по изменению степени конверсии полисахаридов.
Степень конверсии полисахаридов древесины,
kk – отношение массы образовавшихся РС к сумме
массы целлюлозы и легкогидролизуемых полиса�
харидов, можно определить из уравнения: 

(2)

где mpc – количество РС в 1 мл гидролизата,
мг/мл; Vc – объем гидролизата, мл; mц – масса
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Рис. 5. Сравнение хроматограмм ферментативных гидролизатов УДЧ, измельченных при 400 об/мин в течение 20 [I]
и 40 [II] мин. 
1 – галактосодержащий дисахарид, 2 – глюкоза, 3 – галактоза, 4 – ксилоза, 5 – арабиноза.

Таблица 2. Зависимость концентрации редуцирующих сахаров, мг/мл в ферментных гидролизатах УДЧ от вре�
мени ультраизмельчения

Время 
измельчения, 

мин

Скорость вращения мельницы, об/мин

400 600

глюкоза галактоза суммарный 
выход сахаров глюкоза галактоза суммарный 

выход сахаров

20 1.92 ± 0.04 1.47 ± 0.01 3.92 ± 0.15 6.11 ± 0.16 4.05 ± 0.21 11.53 ± 0.21

40 3.73 ± 0.07 1.90 ± 0.05 6.21 ± 0.13 9.58 ± 0.28 6.43 ± 0.24 18.75 ± 0.39
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целлюлозы в навеске древесины, мг; mлгп – масса
легкогидролизуемых полисахаридов в навеске
древесины, мг.

Мы установили, что содержание целлюлозы в
УДЧ осины составляло 37.5%, а легкогидролизу�
емых полисахаридов – 34%. Степень конверсии в
случае измельчения образцов при 40 мин и
600 об/мин составила 87.5%, что практически
равно выходу сахаров при кислотном гидролизе
[3]. При ферментной обработке образцов, полу�
ченных при 20 мин и 600 об/мин, выход РС соста�
вил только 53.8% общего числа полисахаридов
древесины. 

Из рис. 3 видно, что увеличение длительности
измельчения, как и его интенсивности приводят
к увеличению доли более мелких частиц в УДЧ.
Размер частиц, в свою очередь, коррелирует с эф�
фективностью гидролиза древесины: чем меньше
размер УДЧ, тем эффективнее гидролиз. Мето�
дом динамического светорассеяния нами показа�
но, что при режимах измельчения 40 мин и
600 об/мин обнаруживаются частицы размером
2–11 нм, которые обеспечивали максимальный
выход РС по сравнению со всеми имеющимися
пробами. Однако в образцах, полученных при об�
работке при 400 об/мин в течение 40 мин было за�
фиксировано небольшое количество частиц диа�
метром 2–7 нм, но это не привело к увеличению
выхода РС при ферментативном гидролизе. 

Установлено, что содержание РС в измельчен�
ной древесине и выход сахаров при ферментатив�
ном гидролизе полисахаридов зависел от размера
УДЧ. Максимальные значения выявлены при
размере УДЧ 10–20, 100–110 и 800 нм. Увеличе�
ние времени обработки субстратов при измельче�
нии от 20 до 40 мин приводило к появлению в сре�
де частиц от 2 до 200 нм.

Предполагается, что в зависимости от дли�
тельности и скорости измельчения опилок нано�
размерные частицы в водной среде могут агреги�
ровать, что меняет выход РС при последующем
ферментативном гидролизе. Это доказывается
тем, что образец, в котором зафиксированы са�
мые мелкие частицы, не дал максимального обра�
зования сахаров при гидролизе. 

В ферментативных гидролизатах УДЧ наблю�
далось накопление в основном глюкозы и галак�
тозы. Кроме того, детектировались в следовых
количествах лактоза, арабиноза и ксилоза, а так�
же ряд других моно� и дисахаридов в концентра�
циях менее 1 мг/мл. 

Показано, что как интенсивность, так и время
измельчения (скорость вращения мельницы) су�
щественно влияют на последующий ферментатив�
ный гидролиз древесины Максимальная концен�
трация РС обнаружена после ферментативной об�
работки УДЧ при 600 об/мин в течение 40 мин:
максимальный выход сахаров составил 19 мг/мл

гидролизата, а степень конверсии полисахаридов
древесины достигала 87.5%.

Таким образом, ультраизмельчение можно ис�
пользовать для повышения степени гидролиза
полисахаридов древесины, а в дальнейшем пра�
вильная комбинация нескольких методов предоб�
работки древесины приведет к развитию техноло�
гии перспективного топлива – биоэтанола, путем
сбраживания полученного гидролизата дрожжами.

Авторы выражают благодарность сотрудникам
МГУ им. Ломоносова, профессору Максимову Г.В.
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Effect of Particle Size on the Enzymatic Hydrolysis
of Polysaccharides from Ultrafine Lignocellulose Particles
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Abstract—The efficiency of the enzymatic hydrolysis of wood polysaccharides ground into ultrafine particles
(UFPs) has been investigated. The content of reducing sugars (RS’s) in powdered raw materials and the yield
of sugars during enzymatic hydrolysis have been shown to depend on the particle size. Laser interference
microscopy and dynamic light scattering studies have shown that increasing the grinding time from 20 to
40 min resulted in the formation of particles ranging from 2 to 200 nm in size. Enzymatic hydrolyzates of
UFPs mostly contained glucose and galactose. The grinding intensity (mill rotation rate) and time had a sig�
nificant effect on the extent of the enzymatic hydrolysis of wood.
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