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УСТОЙЧИВОЕ РАЗВИТИЕ

• Термин «Устойчивое развитие» все чаще 
используется при обсуждении 
направлений и перспектив развития 
человеческой цивилизации

• Под этим термином понимается 
большой комплекс проблем, и среди них 
одной из важнейших является 
дружественное отношение к природе и 
окружающей среде
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ЭКОЛОГИЯ

• Живая природа – биосфера – включает в 
себя огромное количество весьма 
разнообразных живых организмов

• Живые организмы способны к 
взаимодействию с окружающей средой и 
друг с другом

• В процессе этого взаимодействия 
происходит обмен веществ между 
живыми организмами и окружающей 
средой
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ЭКОЛОГИЯ

• На заре развития биологии как науки 
главным ее предметом была 
систематизация разнообразия 
встречающихся в природе живых 
организмов

• Для этого была построена систематика 
живых организмов и были введены 
таксономические единицы, к которым 
относили известные и вновь 
открываемые живые организмы
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ЭКОЛОГИЯ

Наиболее детально описывает характерные 
особенности родственных организмов ВИД – 
природная группа организмов, способных 
производить жизнеспособное и фертильное 
потомство при скрещивании. Фертильность 
потомства – особенно важный критерий вида 
как таксономической единицы: осел и мул 
относятся к разным видам, поскольку их 
потомство стерильно.
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ЭКОЛОГИЯ

•Все организмы, относящиеся к одному и тому 
же виду и обитающие в определенном 
ареале, образуют ПОПУЛЯЦИЮ; 

•Группа популяций видов, которые обитают 
вместе в данном ареале, составляет 
СООБЩЕСТВО;

•ЭКОСИСТЕМА – сообщество или несколько 
сообществ вместе с окружающей их средой 
(физическое и физико-химическое 
окружение – скалы, металлы, феромоны, 
вода, воздух); 6



ЭКОЛОГИЯ

• ЭКОСИСТЕМА – функциональная 
единица переменного размера, 
состоящая из живых и неживых 
частей, взаимодействующих друг с 
другом. Составляющие экосистемы 
функционируют через процессы  
производства и обмена энергией и 
веществом. 
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ЭКОЛОГИЯ

• ПРЕДМЕТОМ ЭКОЛОГИИ как 
области биологии является 
ИЗУЧЕНИЕ МЕСТА ДАННОГО 
БИОЛОГИЧЕСКОГО ВИДА В 
ПРИРОДЕ И ЕГО 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ С ДРУГИМИ 
ВИДАМИ, населяющими данный 
ареал 
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МИКРООРГАНИЗМЫ

• Живые организмы, по 
современным 
представлениям, могут 
быть распределены по 
трем ДОМЕНАМ, два из 
которых «заселены» 
микроорганизмами: 
бактерии и археи

• К микроорганизмам 
относят также 
микроскопические грибы – 
дрожжи, являющиеся 
низшими эукариотами 
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МИКРООРГАНИЗМЫ
• Три домена жизни, в которые могут быть сгруппированы 

все известные живые организмы:
• EUKARYOTA – высшие организмы (ЭУКАРИОТЫ), 

клетки которых имеют хорошо сформированное ядро;
• BACTERIA – бактерии, 
• ARCHAEA – археи; в этом домене сосредоточено 

большинство экстремофилов – микроорганизмов, 
живущих в экстремальных условиях.
Два последних домена до недавнего времени объединяли 

в один. Предложено было их разделить по признаку 
строения генов рибосомальной РНК. Бактерии и археи не 
имеют четко сформированного ядра и относятся к 
ПРОКАРИОТАМ.
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МИКРООРГАНИЗМЫ

• Систематика высших организмов 
строилась главным образом по 
морфологическим критериям

• При изучении микроорганизмов эти 
критерии оказались практически 
непригодными

• Это привело к трудностям в 
определении видовой принадлежности 
микроорганизмов
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МОРФОЛОГИЯ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• Цианобактерии
• Способны к 

фотосинтезу, 
наиболее древние 
ископаемые 
организмы – 
обнаружены в 
породах, возраст 
которых оценивается 
свыше 3,5 млрд. лет
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МОРФОЛОГИЯ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• Escherichia coli
• Белая мышь 

микробиологов. Одна 
из наиболее 
интенсивно 
изученных бактерий. 
Обитает в 
кишечнике. Главный 
объект генных 
инженеров.
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МОРФОЛОГИЯ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• Saccharomyces 
cerevisiae – пекарские 
дрожжи.

• Размножаются 
почкованием (видны 
почки – зародыши 
дочерних клеток). 
Используются и как 
объект генной 
инженерии.
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МОРФОЛОГИЯ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• Streptococcus 
mutans

• Электронная 
фотография 
бактерий, 
обитающих в 
полости рта 
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МОРФОЛОГИЯ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• Клетки серной пурпурной бактерии рода Chromatium
• Видны гранулы элементарной серы внутри бактериальных 

клеток
• Эти бактерии являются фотосинтезирующими, но как источник 

электронов они используют не воду, а сероводород: 
2H2S+CO2 → (CH2O)+H2O + 2S 16



МОРФОЛОГИЯ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

Основные  
морфологические типы 

бактерий рода Bartonella. 
А) B. clarridgeiae, 

жгутиковая форма
В) B. elizabethae – более 

типичная безжгутиковая 
форма

Длина масштабных 
отрезков – 0,05 мкм
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СТРУКТУРА 
БАКТЕРИАЛЬНОЙ КЛЕТКИ

•Обобщенная схема 
бактериальной 
клетки: видны 
внешняя мембрана, 
плазматическая 
мембрана, 
периплазма, пили, 
жгутик, рибосомы, 
нуклеоид, в котором 
сосредоточена ДНК.
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КЛЕТОЧНАЯ СТЕНКА 
• Поверхность клетки покрыта 

слоем липополисахарида, 
являющегося антигеном 
бактерий (О-антигеном). Далее 
внутрь клетки находится 
белок оболочки (~ 35 kDa), 
образующий на внешней 
поверхности пептидогикана 
гексагональные структуры. 
Возможно, этот белок придает 
жесткость палочковидным 
бактериям. Еще дальше 
внутрь клетки располагается 
слой небольшого 
гидрофобного белка (57 
аминокислотных остатков), 
ковалентно связанного с 
пептидогликаном амидной 
связью по остатку 
диаминопимелиновой 
кислоты (иногда – лизин). 
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КЛЕТОЧНАЯ СТЕНКА

• Слой 
липополисахарида 
образует жесткий 
каркас, на котором 
«крепятся» остальные 
компоненты 
клеточной стенки, в 
частности, белки, 
придающие клетке 
тургор. 
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КЛЕТОЧНАЯ СТЕНКА

• Клеточная стенка микроорганизмов имеет 
сложное строение и играет значительную 
роль в физиологии микрорганизмов. Она 
служит барьером, через который 
осуществляется активный транспорт 
веществ из окружающей среды в клетку и 
из клетки в окружающую среду. С другой 
стороны, этот барьер не преодолевают 
вещества, вредные для роста клетки.
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ОКРАШИВАНИЕ ПО ГРАМУ
• В 1884 г. датский микробиолог Кристиан Грам 

разработал метод дифференциального 
окрашивания бактерий. Этот метод оказался 
исключительно важным для систематики 
бактерий, разделив их на две большие группы: 
Грамположительные (окрашивающиеся по Граму) 
и Грамотрицательные (не окрашивающиеся). 

• Окрашивание производится кристаллвиолетом, а 
затем разбавленным раствором иода, после чего 
препарат клеток обрабатывают органическим 
растворителем (спиртом или ацетоном) и 
отмывают водой. 

• Окрашиванию следует подвергать только живые 
клетки. Химизм окрашивания до настоящего 
времени не установлен.
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ОКРАШИВАНИЕ ПО ГРАМУ
• Факт окрашивания или неокрашивания по Граму 

оказался отражением важных физиологических 
различий между бактериями. 

• Оказалось, что структуры клеточной стенки у 
грамположительных и грамотрицательных 
микроорганизмов весьма существенно 
различаются: у положительных отсутствует 
периплазма, стенка значительно толще, чем у 
отрицательных. Секреция белков, 
синтезированных в клетке, протекает по разным 
механизмам, что накладывает отпечаток и на 
структуру синтезируемых и предназначаемых для 
секреции белковых продуктов. 
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ОКРАШИВАНИЕ ПО 
ГРАМУ

1. Готовят мазок микробной 
культуры, осторожно 
подсушивают над пламенем 
спиртовки
2. Первичное окрашивание
Окунают мазок в раствор 

кристаллвиолета, 
оставляют на 30 секунд – 1 
минуту, ополаскивают 
водой для удаления 
избытка краски.
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ОКРАШИВАНИЕ ПО ГРАМУ

3. Фиксация
Погружают мазок в раствор 
иода; оставляют на 30 секунд – 
1 минуту

4. Отмывка водой для 
удаления избытка иода
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ОКРАШИВАНИЕ ПО 
ГРАМУ

5. Обесцвечивание
Опускают стекло в 95% спирт 
на 5 секунд; промывная 
жидкость должна быть 
желтоватой или бесцветной.
6. Отмывка водой для 

удаления избытка спирта
Грам – 
положительные 
клетки

Грам – 
отрицательные 
клетки
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ОКРАШИВАНИЕ ПО 
ГРАМУ

Окрашенные по Граму 
клетки Bacillus 
subtilis

http://www.microbelibrary.org/FactSheet.asp?SubmissionID=369
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МИКРООРГАНИЗМЫ

• Одним из важнейших признаков 
живой материи является активный 
обмен веществ – метаболизм, 
направленный на синтез 
компонентов клетки и на 
производство энергии для роста и 
существования.
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МИКРООРГАНИЗМЫ

• Поскольку микроорганизмы способны без 
собственных усилий распространяться по всей 
планете и заселять любые ниши, их 
метаболический потенциал должен быть 
исключительно разнообразен и 
плюрипотентен. 

• Благодаря такому разнообразию 
микроорганизмы способны использовать в 
качестве источников питания вещества, 
которые не пригодны для других 
представителей биосферы.
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МИКРООРГАНИЗМЫ

• Способность микроорганизмов 
использовать в качестве источников 
питания самые разнообразные вещества 
из окружающей среды обусловливает их 
огромную роль в очищении 
окружающей среды от отходов 
жизнедеятельности других живых 
организмов, замыкая цепь 
кругооборотов химических элементов в 
природе.
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ТИПЫ ПИТАНИЯ 
МИКРОРГАНИЗМОВ

• АВТОТРОФНЫЙ – использование в 
качестве источников питания 
простейших компонентов: воды, 
углекислого газа и минеральных 
солей;

• АВТОТРОФЫ – микроорганизмы, 
получающие весь углерод за счет 
фиксации СО2 .
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ТИПЫ ПИТАНИЯ 
МИКРОРГАНИЗМОВ

• ГЕТЕРОТРОФНЫЙ – использование 
в качестве источников питания более 
сложных источников углерода - 
органических соединений; 

• ГЕТЕРОТРОФЫ – микроорганизмы, 
источником углерода для которых 
являются органические соединения.
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ТИПЫ ПИТАНИЯ 
МИКРОРГАНИЗМОВ

• По источникам энергии:
• ФОТОТРОФНЫЙ тип - в качестве 

источника энергии используется 
солнечная радиация.

• ХЕМОТРОФНЫЙ тип - источник 
энергии – окислительно-
восстановительные процессы с 
участием питательных веществ.
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ТИПЫ ПИТАНИЯ 
МИКРОРГАНИЗМОВ

ЛИТОТРОФНЫЙ
Неорганические доноры 
электронов (Н2, NH3, 
H2S, Fe+2, CO и др.)

ОРГАНОТРОФНЫЙ Доноры электронов -
органические 
соединения
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ТИПЫ ПИТАНИЯ 
МИКРОРГАНИЗМОВ

• ФОТОЛИТОТРОФЫ – организмы, использующие 
неорганические питательные компоненты и 
энергию света (зеленые растения, сине-зеленые 
водоросли и серные пурпурные бактерии)

• ХЕМОЛИТОТРОФЫ – организмы, использующие 
неорганические питательные компоненты и 
энергию окислительно-восстановительных реакций 
(нитрифицирующие бактерии)

• ХЕМООРГАНОТРОФЫ – организмы, использующие 
органические питательные компоненты и энергию 
окислительно-восстановительных реакций 
(животные и большинство микроорганизмов)
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ПИТАНИЕ 
МИКРООРГАНИЗМОВ
элементный состав микробной клетки

Элемент 
Содержание (% 

от сухого 
вещества)

С 50

О 20

N 14

H  8

P 3

S  1

K  1

Na  1

Ca 0,5

Mg 0,5

Cl 0,5

Fe 0,2

Все остальные 
элементы

0,3
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ПИТАНИЕ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

•Все необходимые для роста химические 
элементы микроорганизмы берут из 
окружающей среды путем вовлечения 
ее компонентов в метаболические 
процессы.

•Существуют две группы 
метаболических процессов: 
КАТАБОЛИЗМ И АНАБОЛИЗМ

37



ПИТАНИЕ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• КАТАБОЛИЗМ - расщепление питательных 
веществ, поступающих из окружающей среды - 
преимущественно за счет реакций окисления; 
сопровождается освобождением энергии, 
заключенной в молекулах сложных органических 
соединений, и накоплением  ее в форме энергии 
фосфатных связей АТФ; 

• АНАБОЛИЗМ - биосинтез сложных веществ из 
простых продуктов катаболических реакций; 
образование сложных молекул из простых связано с 
уменьшением энтропии в системе, и, следовательно, 
с потреблением энергии, заключенной в 
макроэргических связях. 
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КЛАССИФИКАЦИЯ ЖИВЫХ ОРГАНИЗМОВ ПО 
ОСНОВНЫМ ИСТОЧНИКАМ УГЛЕРОДА И ЭНЕРГИИ

ИСТОЧНИК 
ЭНЕРГИИ

ИСТОЧНИКИ УГЛЕРОДА
АВТОТРОФНЫЕ:
используют СО2 
(неорганическое 
соединение)

ГЕТЕРОТРОФНЫЕ: 
используют органиче-
ские источники 
углерода

ФОТОТРОФНЫЕ 
(фотосинтези-
рующие)
Используют 
энергию света

ФОТОАВТОТРОФНЫЕ:
Все зеленые растения, 
синезеленые 
водоросли, зеленые и 
пурпурные 
серобактерии

ФОТОГЕТЕРОТРОФНЫЕ:
Немногие организмы: 

например, 
пурпурные несерные 
бактерии 

ХЕМОТРОФНЫЕ:
используют 
химическую 
энергию

ХЕМОАВТОТРОФНЫЕ 
(хемосинтезирующие):
Немногие бактерии, 
например, 
Nitrosomo-nas и 
некоторые дру-гие 
азотфиксирующие 
бактерии

ХЕМОГЕТЕРОТРОФНЫЕ:
все животные и грибы, 
большинство бактерий, 
некоторые 
паразитические 
цветковые растения
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КРУГООБОРОТ ЭЛЕМЕНТОВ

• Цикл углерода
Фотосинтезирующие 

организмы фиксируют 
атмосферный углерод 
в виде СО2 с 
использованием 
энергии света. 
Образуются углеводы, 
которые вступают в 
анаболические 
процессы.
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КРУГООБОРОТ ЭЛЕМЕНТОВ

• ЦИКЛ АЗОТА
• Три пути ФИКСАЦИИ 

атмосферного азота:
Промышленная фиксация 

азота;
Природные явления – 

грозовые электрические 
разряды

Биотическая фиксация 
• ВОЗВРАТ В АТМОСФЕРУ 

происходит за счет:
• Распада белков и других 

азотсодержащих 
компонентов биомассы

• Деятельности 
денитрифицирующих 
микроорганизмов
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КРУГООБОРОТ ЭЛЕМЕНТОВ
• ЦИКЛ СЕРЫ
• Источники СЕРЫ: 
• Сульфидные  минералы;
• Отложения самородной 

серы;
• Органические 

соединения серы.
• Элементарная сера и 

сульфат 
восстанавливаются до S2- 

(сульфид) либо 
окисляется до сульфата; 
до сульфата окисляется и 
сульфид; сульфат может 
переходить в 
органические 
соединения, которые 
минерализуются до 
сульфида
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КРУГООБОРОТ ЭЛЕМЕНТОВ
Растения, водоросли и 
фотосинтезирующие бактерии могут 
абсорбировать фосфаты (PO4

3-), 
растворенные в воде или вымываемые 
из скальных пород и почвы. Ионы 
фосфатов включаются в различные 
органические формы (молекулы 
нуклеиновых кислот, АТФ, 
фосфолипиды). Растения 
потребляются животными, которые 
усваивают фосфаты, и бактериями, 
живущими совместно с животными. 
Отходы жизнедеятельности животных 
возвращают фосфаты в окружающую 
среду в виде микробных клеток. 
Отмершие растения и животные, как и 
отходы жизнедеятельности животных, 
разлагаются микроорганизмами в 
почве. Фосфаты минерализуются, 
переходят в растворимую в воде форму 
и снова усваиваются 
фотосинтезирующими организмами.   
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ОСОБЕННОСТИ МЕТАБОЛИЗМА 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• Микроорганизмы обладают более мощным метаболическим 
потенциалом по сравнению с высшими организмами.

• Микробная клетка обладает всем необходимым для 
развития и роста популяциии, способна использовать 
большое разнообразие веществ как источников энергии и 
углерода. Наиболее разнообразен метаболизм у бактерий:

• Только бактерии – литотрофы способны к извлечению 
энергии из восстановленных неорганических веществ – Fe, 
S, H2S, H2, NH3, NO2

-, CO и др.
• Бактерии могут использовать органические соединения – 
от С1 до полимеров – в качестве источников углерода. 
Только бактерии способны утилизировать метан.

• Бактерии, как и растения, способны к автотрофному 
питанию – использованию СО2 как единственного 
источника углерода, однако у бактерий найдено по 
меньшей мере три различных механизма усвоения СО2 против единственного у растений.
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ОСОБЕННОСТИ МЕТАБОЛИЗМА 
МИКРООРГАНИЗМОВ

•В связи с большим разнообразием условий 
обитания микроорганизмов у них 
сформировались различные типы 
метаболизма, существенно отличающиеся 
от метаболиза эукариотов.

•Производство энергии всегда сводится к 
производству макроэргических связей АТФ. 
Энергия при этом поставляется либо в 
процессе дыхания, либо в процессе 
брожения. Это основные процессы 
энергопроизводства, хотя существуют и 
другие.
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ОСОБЕННОСТИ МЕТАБОЛИЗМА 
МИКРООРГАНИЗМОВ

•Дыхание - метаболический процесс с 
образованием АТФ, включающий 
окислительно-восстановительные реакции с 
участием в качестве доноров электронов 
либо органических, либо неорганических 
веществ. 

• Дыхание может протекать с участием 
молекулярного кислорода в качестве 
терминального акцептора электронов – 
аэробное дыхание; 

•У некоторых бактерий терминальным 
акцептором электронов являются 
сульфаты, нитраты, карбонаты. В этих 
случаях говорят об анаэробном дыхании. 

46



ОСОБЕННОСТИ МЕТАБОЛИЗМА 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• Многие микроорганизмы являются 
строгими аэробами, т.е. не могут жить без 
кислорода. Существуют микроорганизмы, 
способные существовать как в 
присутствии, так и в отсутствие кислорода 
– факультативные аэробы.

• Для строгих анаэробов кислород губителен. 
В частности, к таковым относятся 
микроорганизмы, использующие в 
качестве акцепторов электронов сульфат и 
карбонат.

• Известны микроорганизмы, живущие при 
малых парциальных давлениях кислорода – 
микроаэрофилы.
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ОСОБЕННОСТИ МЕТАБОЛИЗМА 
МИКРООРГАНИЗМОВ

•Брожение – метаболический процесс, 
при котором как донорами, так и 
акцепторами электронов являются 
органические соединения. В процессе 
брожения происходит строго 
сбалансированное перераспределение 
электронов между органическими 
соединениями без отвода электронов 
во внешнюю среду. Этот строгий 
баланс есть главное отличие между 
дыхательным и бродильным типами 
метаболизма.
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ОСОБЕННОСТИ МЕТАБОЛИЗМА 
МИКРООРГАНИЗМОВ

•В случае дыхания синтез АТФ осуществляется 
путем как окислительного, так и субстратного 
фосфорилирования, при брожении единственный 
путь образования АТФ – субстратное 
фосфорилирование.

•Пример – спиртовое брожение глюкозы:
Суммарное 
уравнение 
реакции

С6Н12О6 → 2СО2 + 2С2Н5ОН
Глюкоза
(субстрат)

Этанол 
(конечный 
продукт)

Степень окисления 
углерода

0   +4 -2

Баланс степени 
окисления и 

восстановления

       6×0 = 2×4 + 2[2×(-2)]
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ОСОБЕННОСТИ МЕТАБОЛИЗМА 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• Метаногенный тип 
метаболизма 
встречается только у 
микроорганизмов.

• Метаногены 
автотрофны; 
используют водород как 
источник электронов 
для восстановления СО2 с образованием метана 
(«болотный газ») в 
качестве побочного 
продукта:

• 4H2 + CO2 ⇨ CH4 + 2H2O.

Механизм образования метана 
окончательно не выяснен, 
приведена одна из возможных 
схем процесса (PNAS, V. 99, 
5632-37 (2002))
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ОСНОВНЫЕ ТИПЫ 
МЕТАБОЛИЗМА

ТИП 
МЕТАБОЛИЗМА

ИСТОЧНИК 
ЭНЕРГИИ

ИСТОЧНИК 
УГЛЕРОДА

ТИП ПИТАНИЯ

 ДЫХАТЕЛЬНЫЙ

Органическое 
вещество 

Неорганическое 
вещество

Органическое 
вещество,

СО2

Органотрофы, 
автотрофы

БРОДИЛЬНЫЙ
Органическое 

вещество
Органическое 

вещество Хемооргано-
трофы

МЕТАНОГЕННЫЙ 
(только у 

микроорганизмов) 

Органическое 
вещество,

неорганическое 
вещество, Н2

Органическое 
вещество,

СО2

Органотрофы,
автотрофы

ФОТОТРОФНЫЙ Солнечная 
радиация

Органическое 
вещество,

СО2

Фотооргано-
трофы, 

Фотоавтотрофы
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МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА
• Возможности микроорганизмов выживать в 

окружающей среде велики, но не безграничны.
• В связи с этим в природе формируются устойчивые 

сообщества микроорганизмов, в составе которых 
оказываются виды, способные частично разрушать 
компоненты окружающей среды и «передавать» 
продукты своей деятельности другим видам 
микроорганизмов, неспособных к первичному 
разрушению этих компонентов, так что в конце 
концов «общими усилиями» происходит полная 
минерализация этих компонентов.

• Состав и структура этих сообществ может меняться в 
зависимости от условий окружающей среды. 
Динамика структуры микробных сообществ – 
важный индикатор состояния окружающей среды.
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МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА
• Между участниками сообщества микроорганизмов 

могут устанавливаются определенные 
взаимоотношения:

• Нейтрализм - практическое отсутствие взаимодействия;
• Мутуализм – различные виды микроорганизмов 

«содействуют» друг другу в использовании 
питательных компонентов; резко выраженный 
мутуализм – симбиоз – когда один организм не может 
существовать без другого. В свое время была описана 
«бактерия» Metanobacillus omelianskii, которая 
оказалась смесью двух видов. Один из них способен 
окислять этанол до ацетата с образованием водорода, 
но водород подавляет его рост. 

СН3СН2ОН + Н2О ⇨ СН3СОО- + Н+ +2Н2
• Другой вид не способен расти на этаноле, но использует 

водород, окисляя его в метан:
 4Н2 + СО2 ⇨ СН4 + 2Н2О 53



МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА
• Комменсализм – один из видов использует 

«помощь» (продукты жизнедеятельности)  другого 
вида, который развивается самодостаточно и 
независимо от присутствия соседей.

• Аменсализм – один из видов продуцирует 
вещество, подавляющее рост соседей (механизм 
конкурентной борьбы). Примером такого рода 
ингибиторов являются антибиотики, которые 
продуцируются для освобождения жизненного 
пространства от конкурентов.

• Взаимоотношения типа «хищник – жертва» - когда 
один из участников сообщества представляет 
собой пищу для других.
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МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА

• Экосистема желудочно-кишечного тракта 
жвачных животных  (плотная смешанная 
культура бактерий (около 1010 клеток/мл) и 
простейших) – пример естественного 
многокомпонентного микробного сообщества, 
находящегося в симбиотических 
взаимоотношениях с макроорганизмом.

• Деятельность этой смешанной популяции 
приводит к разложению растительных 
материалов – целлюлозы и других сложных 
углеводов – на более простые компоненты, 
доступные для усвоения организмом 
животных.  
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МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА

• Муравьи – листорезы выращивают 
грибы на листьях. Грибы служат им 
пищей. Но на этом субстрате могут 
расти и другие грибы, которые сами 
усваивают листовой субстрат. Для 
борьбы с этими «вредными» 
грибами муравьи используют 
актиномицеты, которые 
синтезируют антибитики, 
подавляющие их рост.

• A — симбиотические бактерии на 
нижней стороне переднего сегмента 
груди муравья-листореза; B — 
колония бактерий в углублении на 
теле муравья; C — углубление, 
очищенное от бактерий; E — другой 
вид муравья-листореза, сплошь 
покрытый углублениями с 
симбиотическими бактериями (рис. 
из статьи в Science) 

Еще пример симбиоза между 
микроорганизмами и высшими 
организмами – муравьями
Елена Наймарк. elementy.ru 56



БИОПЛЕНКИ – ОДНА ИЗ ФОРМ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Одним из довольно 
распространенных видов 
сообществ микроорганизмов 
являются биопленки. В 
природе они широко 
распространены. В этих 
сообществах происходит 
обмен продуктами био-
синтеза между участниками 
сообщества. 

• Биопленки  можно констру-
ировать, задавая их состав 
под конкретную последова-
тельность превращений для 
получения целевого 
продукта. 



МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА

Сообщества микроорганизмов можно конструировать. Недавно 
был выделен штамм Arthrobacter  sp. 101, способный окислять 
флюорен до флюоренона, который подавляет рост этого штамма. 
Был также найден штамм Pseudomonas mendocina, способный 
окислять флюоренон до СО2 и Н2О, но неспособный окислять 
флюорен. Совместное культивирование этих штаммов позволяет 
полностью минерализовать флюорен.
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МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА
ЗАДАЧИ ИЗУЧЕНИЯ МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ:
• Оценка устойчивости аборигенной микрофлоры 

почвы или водоема к внешним воздействиям;
• Оценка метаболического потенциала аборигенной 

микрофлоры;
• Прогнозирование направления изменений в 

структуре микробного сообщества под влиянием 
внешних факторов;

• Выявление условий поддержания стабильности 
микробного сообщества;

• Разработка подходов к восстановлению 
метаболического потенциала, ослабленного в 
результате отрицательных внешних воздействий

59



МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА

МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ:

• Оценка активности почвенной 
микрофлоры

• Анализ структуры (видовой состав и 
количественные соотношения видов) 
микрофлоры почв и водоемов

• Исследование динамики изменения 
структуры микробных сообществ по 
влиянием внешних факторов
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ОЦЕНКА АКТИВНОСТИ 
ПОЧВЕННОЙ МИКРОФЛОРЫ

• ОЦЕНКА АКТИВНОСТИ ПОЧВЕННОЙ МИКРОФЛОРЫ

1. Определение интенсивности дыхания почвенной 
микрофлоры путем определения скорости 
выделения СО2 и биохимического потребления 
кислорода в условиях индукции субстратом (с 
использованием, например, аппарата SAPROMAT B)

2. Определение активности дегидрогеназ и 
исследование гидролиза флюоресцеиндиацетата 
(эстеразная активность) – индикаторы активности в 
отношении минерализации сложных органических 
соединений
Активность дегидрогеназ определяют по 

образованию формазана иодонитротетразолия 
спектрофотометрически.
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ОЦЕНКА АКТИВНОСТИ 
ПОЧВЕННОЙ МИКРОФЛОРЫ

ОЦЕНКА ЭСТЕРАЗНОЙ 
АКТИВНОСТИ 

МИКРОФЛОРЫ ПОЧВ
    Гидролиз  флюоресцеин- 
диацетата определяется 
спектрофлюорометрически 
по изменению длины волны 
максимума флюоресценции 
при гидролизе 
флюоресцеина 
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ОЦЕНКА АКТИВНОСТИ 
ПОЧВЕННОЙ МИКРОФЛОРЫ

3. Определение ферментативных 
активностей цикла азота 
(аммонифи-кация, нитрификация, 
денитрифи-кация) и фосфора 
(освобождение органического 
фосфора) в почве – используются 
для оценки плодородия почвы. 
Для оценки активности ферментов 

цикла азота определяют уреазную 
активность (расщепление мочевины) 
по реакции образующегося аммиака с 
нитропруссидом – спектрофотомет-
рически.

Активность ферментов цикла 
фосфора определяют по активности 
фосфомоноэстераз  (гидролиз п-
нитрофенилфосфата с последующим 
спектрофотометрическим 
определением образующегося п-
нитрофенола)
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ВЫДЕЛЕНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ ИЗ 
ПРИРОДНЫХ ОБРАЗЦОВ

•     1        1:10 1:100 1:1000
Метод последовательных 
разбавлений при 
выделении 
микроорганизмов из 
образцов окружающей 
среды

Взвешенный образец почвы 
(определенный объем водного 
образца) подсушивают до 
постоянного веса, суспендируют в 
питательной среде. Нерастворимый 
материал удаляют 
центрифугированием, осадок 
промывают один или несколько раз, 
супернатанты объединяют. 

Аликвоту полученной суспензии 
помещают в следующую пробирку с 
питательной средой, операцию 
повторяют много раз, так чтобы в 
последних пробирках были 
считанные особи. Затем все 
пробирки инкубируют в термоста-
те, после чего производят пересев на 
чашки Петри с плотной (агаризо-
ванной) питательной средой, на 
которой вырастают отдельные 
колонии микроорганизмов.
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ПОЛУЧЕНИЕ НАКОПИТЕЛЬНОЙ
 КУЛЬТУРЫ

• С использованием описанной процедуры 
выделения микроорганизмов можно 
ориентировочно оценить количество 
микроорганизмов в образце почвы или в 
определенном объеме водного образца, если 
питательная среда имеет «универсальный» 
состав. Это «культуральный» способ подсчета 
численности микроорганизмов.

• Точность его не слишком велика, поскольку 
бόльшая часть микроорганизмов в культуру не 
переходит (некультивируемые 
микроорганизмы составляют, по разным 
оценкам, от 80 до 99% от общего их числа)
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НЕКУЛЬТИВИРУИЕМЫЕ 
МИКРООРГАНИЗМЫ

• Причины «некультивируемости» 
микроорганизмов различны, однако они 
всегда сводятся к отсутствию в 
питательной среде компонентов, 
необходимых для роста этих 
микроорганизмов. Иными словами, мы 
имеем здесь проявление ауксотрофии, 
причем природа отсутствующих в 
окружающей среде компонентов 
неизвестна.
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НАКОПИТЕЛЬНЫЕ 
КУЛЬТУРЫ

• Если же ставится задача выяснить, есть ли в данном 
образце микроорганизмы, способные расти на 
определенных субстратах, или выделить такие 
микроорганизмы, в питательную среду  добавляют 
именно этот субстрат в качестве единственного 
источника соответствующего элемента. При этом 
наблюдается рост микроорганизмов с заданными 
свойствами (происходит накопление этих 
микроорганизмов). Такая культура называется 
накопительной. 

• Метод накопительных культур был предложен 
русским ученым Вироградским и почти 
одновременно и независимо – голландским ученым 
Бейеринком.
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ПРИМЕР ПРОЦЕДУРЫ 
НАКОПИТЕЛЬНОГО 
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

• ПРОЦЕДУРА: получение накопительной культуры бактерий, 
деградирующих полициклические ароматические углеводороды 
(ПАУ) (Churchill et al., 1999)

• Небольшое количество свежего осадка, загрязненного ПАУ, 
засеваются на солевую среду следующего состава (г/л):

• (NH4)2SO4            10
• KH2PO4              5.0
• MgSO4·7H2O              0.1
• Fe(NH4)2(SO4)2                 0.005
• Пирен            40 (единственный источник углерода)
• Микроэлементы (Beauchop and Elsden, 1960)
• После доведения рН до 7,0  NaOH колбы помещают в качалку на 1 

неделю. Бактерии, деградирующие пирен, обнаруживаются на 
агаризованной минеральной среде, покрытой пиреном. Зоны 
просветления вокруг колоний указывают на деградацию пирена. 
Аналогичная процедура может быть использована и для 
выделения деструкторов других ПАУ.
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МЕТОДЫ ТИПИРОВАНИЯ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• Культуральные признаки:
• морфология – форма клетки, наличие и 

расположение жгутикового аппарата, 
окраска по Граму; наличие или отсутствие 
спор; другие морфологические особенности;

• подвижность;
• способность сбраживать определенные 

стандартные субстраты с образованием или 
без образования газа или других 
метаболитов, которые могут быть 
обнаружены с помощью цветных реакций;

• способность к аэробному или анаэробному 
росту (потребность в кислороде); 

• потребность в некоторых компонентах для 
роста (ауксотрофия); 69



БИОХИМИЧЕСКИЕ ТЕСТЫ В 
ТИПИРОВАНИИ МИКРООРГАНИЗМОВ

• А. Проба на способность расти на цитрате как 
единственном источнике углерода (Simmon). 
Дифференциальный тест для микроорганизмов 
семейства Enterobacteriaceae.  Инокулированная среда 
имеет зеленый цвет. В состав среды входит рН-
индикатор – бромтимоловый синий. Микроорганизмы, 
способные расти на цитрате, понижают кислотность 
среды. Индикатор становится синим. Положительны в 
этом тесте Klebsiella pneumoniae и Enterobacter cloacae, 
отрицательна Escherichia coli. 

• Б. Фенилаланиндезаминаза. Дифференциальная среда 
для выявления бактерий, обладающих 
фенилаланиндезаминазой. Содержит фенилаланин, 
который дезаминируется до фенилпировиноградной 
кислоты,  которая выявляется реагентом, придающим 
среде зеленое окрашивание. Желтая окраска означает 
отрицательный результат. Тест отличает Proteus и 
Providencia от остальных бактерий семейства 
Enterobacteriaceae 

А

Б
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БИОХИМИЧЕСКИЕ ТЕСТЫ В 
ТИПИРОВАНИИ МИКРООРГАНИЗМОВ

• В. Декарбоксилаза аминокислот. Тест выявляет 
способность организма декарбоксилировать 
аминокислоты. В культуральную среду 
добавляется аминокислота (лизин или орнитин), а 
также рН-индикатор. После инокуляции культура 
покрывается минеральным маслом, чтобы 
запустить ферментацию. Ферментация вызывает 
образование кислых продуктов, которые 
индуцируют синтез декарбоксилазы аминокислот 
(если она присутствует в организме). Действие 
декарбоксилазы приводит к образованию более 
основных продуктов, что вызывает появление 
пурпурного окрашивания индикатора. Желтый 
цвет указывает на отрицательный результат теста. 

• Г. Тест на способность сбраживать лактозу. В 
культуральной среде присутствует молоко и 
лакмус в качестве рН-индикатора. Сбраживание 
лактозы (молочного сахара) приводит к 
понижению рН и изменению окраски с синей на 
розовую. Б

В

Г
.
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МЕТОДЫ ТИПИРОВАНИЯ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

Анализ биохимического состава
• Состав и соотношение липидных 

компонентов;
• Содержание GC-пар в ДНК;
• Наличие гранул PHB 

(полиоксибутирата, образуемого 
многими микроорганизмами в качестве 
запасного питательного субстрата в 
условиях обильного питания) 
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МЕТОДЫ ТИПИРОВАНИЯ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

Схема процедуры определения состава жирных 
кислот:

1. Получение образца биомассы (выращивание в 
колбе на подходящей среде, отделение биомассы 
от культуральной жидкости, отмывка от 
компонентов культуральной среды);

2. Экстракция липидов органическим 
растворителем;

3. Дериватизация жирных кислот (перевод в 
метиловые эфиры путем обработки метилатом 
натрия);

4. Газово-хроматографический анализ с 
масспектрометрической детекцией;
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МЕТОДЫ ТИПИРОВАНИЯ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• Относительная 
распространенность 
жирных кислот в 
фосфолипидных  
фракциях:

• (a) Desulfobacter 
postgatei; (b) 
Desulfomicrobium sp. 
strain SAL; 

• n - нормальная цепь; i -
изо-; ai - антеизо-; cyc - 
циклопропил-; дополни-
тельные метильные 
группы указаны по их 
положениям. x : y число 
атомов углерода и 
количество двойных 
связей 
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МЕТОДЫ ИДЕНТИФИКАЦИИ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• Идентификация по 
составу жирных кислот.

• Липиды 
микроорганизмов 
содержат уникальные 
жирные кислоты с 
различным положением 
двойных связей и с 
разветвлениями 
углеводородной цепи. 
Состав и соотношение 
жирных кислот 
представляет собой 
идентификационный 
признак для 
определения 
микроорганизмовРаспределение индикативных 

жирных кислот в различных 
участках почвенного ареала, 
загрязненного 
нефтепродуктами 75



МЕТОДЫ ТИПИРОВАНИЯ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

• Молекулярно-генетические особенности:
• Нуклеотидный состав ДНК;
• Восприимчивость к определенным 

стандартным бактериофагам 
(фаготипирование);

• Наличие гомологий по строению 
«маркерных» генов с известными 
микроорганизмами;

• Наличие специфических антигенов 
(иммунохимические методы 
характеристики) – серологическое 
типирование; используется обычно при 
идентификации патогенных 
микроорганизмов.
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Основным агентом микробной 
экологии является сообщество 
микроорганизмов

• Структура микробного сообщества 
– видовой состав и соотношение 
численности популяций входящих 
в сообщество видов
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Исследование структуры 
микробных сообществ – важная 
задача; особенно важным является 
изучение динамики структуры под 
влиянием внешних воздействий, 
включая как естественные 
воздействия (сезонные изменения), 
так и воздействия со стороны 
других участников ценоза (в том 
числе антропогенные воздействия)
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Наиболее простым подходом к 
исследованию структуры микробных 
сообществ является «культуральный» 
подход. Из образца окружающей среды 
выделяется фракция, содержащая 
микроорганизмы, высевается на 
питательную среду и проводится 
культивирование. Появившиеся 
колонии микроорганизмов 
подвергаются далее идентификации с 
одновременной оценкой численности.
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Недостатком этого подхода является 
неполнота выявления присутствующих в 
образце микроорганизмов, поскольку 
многие из них не растут на обычных 
питательных средах – находятся в 
некультивируемом состоянии.

• В связи с этим применяются подходы, 
основанные на извлечении суммарной ДНК 
из образца и последующий ее анализ с 
использованием ПЦР (PCR, полимеразной 
цепной реакции)
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• В 80-х годах была создана технология 
амплификации генов путем 
полимеразной цепной реакции (ПЦР)

• Сущность этой технологии:
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Для сравнительных исследований степени 
сходства микроорганизмов выбирают маркерные 
последовательности. 

• Критерии выбора: маркерный ген должен быть 
• Высококонсервативным (нуклеотидная 

последовательность которых в ходе эволюции 
меняется медленно);

• Достаточно распространенным (чтобы можно 
было сравнивать последовательности разных 
видов микроорганизмов); 

• Нуклеотидная последовательность в концевых 
областях выбранного участка гена должна быть 
известна, чтобы можно было синтезировать 
праймеры - короткие фрагменты концевых 
последовательностей обеих цепей.
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• ДНК при нагревании денатурирует, ее 
цепи расходятся, при медленном 
охлаждении (отжиге) происходит 
«ренатурация» ДНК, синтетические 
фрагменты при этом связываются с 
цепями ДНК:
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

К полученной смеси добавляют фермент – 
ДНК-полимеразу и субстраты – 
нуклеозидтрифосфаты, после чего 
происходит синтез цепей ДНК:
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Полученная смесь снова подвергается 
термической денатурации и отжигу. 
Синтезированные ферментом цепи ДНК 
гибридизуются с синтетическими 
концевыми фрагментами:
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Затем снова проводится ПЦР:

Каждый раз при проведении цикла ПЦР – 
денатурация/отжиг - происходит удвоение материала 
целевого гена. Таких циклов можно провести 
несколько десятков, в результате можно получить 
большое количество материала для дальнейших 
исследований
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Для изучения структуры микробных сообществ можно 
использовать эту же технику.

• В качестве маркерного гена наиболее часто используется 
ген 16S рРНК. К настоящему времени накоплен большой 
массив информации о структуре этих генов у разных 
организмов, и имеются  международные базы данных с 
этими структурами. Для сравнительных исследований 
используется высококонсервативный участок этого гена.

• При исследовании из образцов окружающей среды 
выделяют всю доступную ДНК, которая выделяется как из 
культивируемых, так и из некультивируемых 
микроорганизмов. В этот пул попадает и 
фрагментированная ДНК: важно, чтобы фрагмент 
маркерного гена не был поврежден.  

87



ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

88

Образец почвы
Растирание с жидким азотом (5 мин), 

суспендирование в растворе 
сухого молока; удаление частиц почвы 

центрифугированием

Добавление экстракционного буфера с SDS; 
экстракция фенольным раствором (равный объем 

фенола, содержащий м-крезол  и 8-оксихинолин)  
Осаждение этанолом (2,5 V);
Растворение осадка в воде 

(0,25 – 12,5 мл); 

ПЦР - амплификация

В ходе амплификации 
материала получаются 
дуплексы ДНК из 
различных 
микроорганизмов, 
имеющие различные 
температуры «плавления».



ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• После получения «амплификата» продукты 
анализируют с помощью специальной техники 
электрофореза в полиакриламидном геле, 
который приготовлен на градиенте 
денатурирующего агента (ДГГЕ, DGGE – 
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) с 
окрашиванием бромистым этидием – 
красителем, специфичным к двуспиральным 
нуклеиновым кислотам. Окрашенные полосы 
видны в положении, когда дуплексная структура 
еще сохраняется. При переходе в последующие 
слои геля, где концентрация денатурирующего 
агента (8М мочевина или формамид) приводит к 
разрушению двуспиральной структуры, полосы 
перестают мигрировать.
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Принцип работы метода
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Пример анализа структуры 
пикоэукариотического сообщества в 
разные периоды (образцы взяты на 
одной из биостанций в Средиземном 
море на разных глубинах – от 5 до 
500 м) - А. На крайней слева 
колонке представлено положение 
полос в геле, получающихся от 
известных организмов.

• В и С – картины электрофореза в 
направлении, перпендикулярном 
направлению градиента 
денатуранта. Видны кривые, 
аналогичные кривым плавления 
ДНК. 

Данные из статьи: Beatriz DíEz, Carlos 
Pedrόs-Alio, Terence L. Marsh, and Ramon 
Massana. Appl. Env. Microbiology, Vol. 67, 
No. 7, p. 2942–2951 2001.
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Исследование структуры микробных сообществ с 
использованием техники ДГГЕ-электрофореза 
амплифицированных фрагментов гена рРНК 
позволяет оценить видовой состав сообщества 
микроорганизмов и проследить за его изменением в 
зависимости от изменения условий на изучаемом 
участке территории или водного бассейна. 
Структура сообщества может изменяться по сезонам 
(температурные условия), в зависимости от 
применения удобрений или других поллютантов, а 
также вследствие применения процедур 
биоремедиации. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Для исследования видовой принадлежности 
участников микробных сообществ  
амплифицированные фрагменты гена рРНК 
извлекают из геля и подвергают секвенированию. 

• Затем установленные последовательности 
нуклеотидов анализируют с помощью 
компьютерного инструментария и определяют 
степень сходства и различия последовательностей, 
сравнивая их с известными аналогами, 
включенными в международные базы данных.

• Далее строится филогенетическое дерево (снова с 
использованием компьютерного инструментария), на 
котором фиксируется положение изучаемых 
микроорганизмов. 93



ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Пример построения 
филогенетического дерева 
на основе данных о сходстве 
последовательностей 
восьми фрагментов 16S 
РНК из почвы с низким (а) 
и высоким (d) содержанием 
металлов в илистых 
структурах.

Экспериментальные данные из статьи: 
Ruth-Anne Sandaa, Øivind Enger,  
Vigdis Torsvik. Abundance and 
Diversity of Archaea in 
Heavy-Metal-Contaminated Soils// 
Applied and Environmental 
Microbiology, Vol. 65, No. 8, p. 
3293–3297 (1999)
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Помимо генов 16S рРНК в качестве маркерных 
генов используются и другие.

• Одним из наиболее консервативных элементов 
генома считают оперон устойчивости к ртути 
(mer – оперон). Предполагается, что этот оперон 
сформировался на заре возникновения жизни, 
в период интенсивной вулканической 
деятельности, когда в атмосфере была высокая 
концентрация токсических веществ, в том 
числе и паров ртути. В международных Базах 
данных содержится информация о первичной 
структуре таких оперонов многих видов 
микроорганизмов 
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Возможные трудности:
• Численность микроорганизмов различных 

видов в образце различна, малочисленные 
виды могут не проявляться в ДГГЭ-анализе; 
при изменении условий их численность может 
возрасти, и они могут проявиться.

• В связи с этим необходимо при исследовании 
структуры сообществ использовать разные 
методы, основанные на различных принципах.

• Разрешение таких проблем возможно также 
при использовании разных маркерных генов 
для исследования одного и того же образца.
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ
Метод 

типирования
Тип анализа

ПЦР - RPFL 
(Restriction 
Fragment Length 
Polymorfism)

Амплификация ДНК с помощью ПЦР с 
последующим гидролизом рестриктазами и ЭФ-
анализом

RAPD (Random 
Amplified 
Polymorphic 
DNA)

Получают случайные фрагменты ДНК с 
использованием одного праймера или 
произвольных праймеров для генерирования 
случайных фрагментов ДНК с последующим 
анализом

Southern blot Гибридизация плазмидной или геномной ДНК с 
пробой для выявления наличия определенного гена

Плазмидный 
профиль

Очистка плазмиды из бактерий с последующим 
рестрикционным анализом
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

Гель – электрофорез в 
пульсирующем поле (PFGE)

Рестриктазная обработка геномной ДНК с 
последующим анализом фрагментов 
электрофорезом в пульсирующем поле

Анализ полиморфизма длин 
амплифицируемых фрагментов 
(AFLP)

Рестриктазная обработка геномной ДНК с 
последующим лигированием с адаптором, 
преамплификацией, селективной 
амплификацией и электрофоретическим 
анализом

Флюоресцентный анализ 
полиморфизма 
амплифицируемых фрагментов 
(FAFLP)

Флюоресцентная версия AFLP

Секвенирование 16S РНК Секвенирование гена 16S РНК для 
идентификации бактерий

Типирование по нескольким 
локусам (MLST – Multy-Locus 
Sequence Typing)

Секвенирование нескольких генов для 
определения геномного типа бактерий
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Пример изменения структуры 
микробного сообщества в почве под 
воздействием гербицидов – 
производных мочевины

Линурон
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• DGGE – анализ фрагментов гена 16S рРНК из 
различных образцов почв, обработанных или 
необработанных гербицидами – производными 
мочевины. 

• Said el Fantroussi, Laurent Verschuere, Willy Verstraete, and Eva M. Top. 
APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY,  1999, Vol. 65, No. 3 p. 
982–988 
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

• Помимо методов с применением ПЦР, используют 
процедуры, основанные на гибридизации 
нуклеиновых кислот с зондами с присоединенной 
к ним флюоресцентной меткой (Fluorscent In Situ 
Hybridization, FISH). 

• В качестве зондов используются синтетические 
олигонуклеотиды, комплементарные к некоторой 
заданной последовательности, которую хотят 
выявить в генетическом материале образца. При 
этом зонды комплементарны характеристическим 
участкам генома, так что выявляются достаточно 
специфичные последовательности
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ

ПРОБЛЕМЫ В ИЗУЧЕНИИ СТРУКТУРЫ МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ
• Всегда остается неизвестной полнота экстракции ДНК из 

материала образца;
• Клетки бактерий разных видов отличаются по устойчивости к 

литическим агентам;
• При использовании DGGE имеется возможность 

количественной оценки соотношения разных групп 
микроорганизмов. Однако, не всегда удается точно сопоставить 
полосы в геле с контрольными полосами, соответствующими 
определенным видам микроорганизмов. В этом случае 
достоверность количественных оценок вызывает сомнения;

• Доза маркерного гена в разных видах микроорганизмов 
существенно различается. Природа используемых праймеров 
влияет на степень амплификации фрагмента при проведении 
ПЦР. Соотношение интенсивности полос продуктов 
амплификации не всегда отражает соотношение численности 
видов микроорганизмов;

• Имеются и другие причины, требующие осторожного 
отношения к получаемым результатам. 102



МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА

• Взаимоотношения между участниками 
микробных сообществ могут быть достаточно 
сложными. 

• Оказалось, что бактерии могут «общаться» друг с 
другом и координировать свои действия. В 
качестве языка «общения» бактерии используют 
сигнальные молекулы, которые они секретируют 
в окружающую среду. 

• Бактерии также способны измерять 
концентрацию таких молекул в популяции. 
Иными словами, бактерии могут «ощущать» 
присутствие соседей и тем или иным способом 
менять свое поведение в зависимости от этого 
присутствия. 
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МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА

• Эти сигнальные молекулы называют 
«аутоиндукторами»

• Грам-отрицательные бактерии используют в 
качестве аутоиндукторов ацилированные 
производные лактона гомосерина 

• Грам-положительные бактерии используют в 
качестве аутоиндукторов олигопептиды

• Существуют и некоторые другие типы 
аутоиндукторов

• Известны и бактерии, способные реагировать на 
различные аутоиндукторы – говорить на 
нескольких языках
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МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА
Различные классы 

аутоиндукторов:
(A) Распространенные 

аутоиндукторы – 
ацильные 
производные лактона 
гомосерина – для Грам-
отрицательных 
бактерий

(B) Распространенные 
аутоиндуктры – 
олигопептиды – для 
Грам-положительных 
бактерий.

(C)  Общая структура 3-го 
класса аутоиндукторов 
- фураноны
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МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА

• Это явление обозначается англоязычным 
термином «Quorum Sensing (QS)», который в 
настоящее время используется для описания 
явления, при котором накопление сигнальных 
молекул позволяет отдельной клетке «ощущать» 
присутствие многих бактерий (плотность 
клеток). В природе много различных бактерий 
обитают вместе и используют различные классы 
сигнальных молекул – используют «разные 
языки». В такой системе становится 
невозможным «общаться» со всеми 
присутствующими в ней бактериями.

• Участниками сообществ могут быть не только 
микроорганизмы, но и высшие организмы.   
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МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА

• Экосистема желудочно-кишечного тракта 
жвачных животных  (плотная смешанная 
культура бактерий (около 1010 клеток/мл) и 
простейших) – пример естественного 
многокомпонентного микробного сообщества, 
находящегося в симбиотических 
взаимоотношениях с макроорганизмом.

• Деятельность этой смешанной популяции 
приводит к разложению растительных 
материалов – целлюлозы и других сложных 
углеводов – на более простые компоненты, 
доступные для усвоения организмом 
животных.  
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БИОПЛЕНКИ КАК 
МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА

• “…the natural biofilm is less like a highly
• developed organism and more like a 

complex, highly differentiated, multicultural 
community much like our own city”

• Paula Watnick and Roberto Kolter.Biofilm, 
City of Microbes//Journal of Bacteriology, 
May 2000, p. 2675–2679 Vol. 182, No. 10
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН В 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВАХ

• Генетическая информация, закодированная в 
ДНК, распространяется при образовании 
дочерних клеток из родительских. Это 
обычный путь распространения генетической 
информации, который принято называть 
вертикальным – от родителей к потомкам.

• В природных сообществах микроорганизмов 
происходит гибель одних клеток, другие 
используют содержимое отмерших клеток как 
питательный субстрат. При этом генетический 
материал может захватываться и частично 
использоваться, включаясь в генетический 
материал новой клетки. Такой путь принято 
называть горизонтальным.   
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН В 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВАХ

•Микроорганизмы часто содержат 
внехромосомные генетические элементы - 
плазмиды, которые также могут 
распространяться горизонтально, переходя от 
одного вида к другому. 

•Плазмиды содержат специализированную 
генетическую информацию – способность 
синтезировать антибиотики, устойчивость к 
антибиотикам, способность деградировать 
определенные классы органических соединений 
и пр.
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН В 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВАХ

Эксперимент Griffith’a 
(1928 г). Использовали 
бактерии, вызывающие 
пневмонию у мышей. 
Гладкие (S) клетки 
патогенны, шерохова-
тые (R) – непатогенны. 
Термообработка 
гладких клеток 
инактивирует их, пато- 
генность исчезает.  

Смешивают убитые гладкие клетки и живые шероховатые. Заражают 
мышей – животные погибают– переход наследственного вещества от 
гладких клеток к шероховатым. Эйвери, МакЛеод и МакКарти (1944) – 
наследственное вещество устойчиво к протеазам и разрушается ДНКазой, т.
е. это ДНК.  Пример горизонтального обмена генетической информацией.
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН В 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВАХ

• В природе в микробных сообществах постоянно 
происходит гибель клеток, при этом 
содержимое погибших клеток, включая и 
генетический материал, выходит в 
окружающую среду и может захватываться 
соседними живыми клетками в виде полной 
ДНК или ее фрагментов. Такая ДНК может 
далее встраиваться в хромосому клеток и таким 
образом происходит горизонтальная передача 
генетической информации.
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН В 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВАХ

• Помимо захвата ДНК из погибших клеток в природе 
происходит передача генетической информации через 
плазмиды - обособленные молекулы ДНК,  имеющие 
кольцевую структуру. Плазмиды широко 
распространены в природе и распределяются по 
нескольким группам совместимости.

• Таким путем возможен горизонтальный обмен 
генетической информацией между 
микроорганизмами и высшими организмами, в 
частности, растениями: бактерия Agrobacterium 
tumefaciens, вызывающая у растений образование 
корончатых галлов, содержит Ti-плазмиду, которая 
может передавать растению информацию, 
встроенную в нее с помощью методов генной 
инженерии.  
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН В 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВАХ

• Транформация -  процесс проникновения плазмидной или 
хромосомной ДНК (или ее фрагмента) в микробную 
клетку.

• Трансдукция.  Помимо трансформации ДНК может 
переноситься из одной микробной клетки в другую 
бактериофагами. Существуют бактериофаги, способные 
встраиваться в хромосому бактерии и размножаться 
синхронно с клеткой (лизогения). При определенных 
обстоятельствах такой бактериофаг может выщепляться из 
хромосомы и захватывать при этом часть хромосомных 
генов, а затем заражать другую клетку, встраиваться в ее 
хромосому и переносить захваченный генетический 
материал.

• Существуют и другие механизмы горизонтального обмена 
генетической информацией между микроорганизмами.

114



ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН В 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВАХ

Трансформация в 
природных условиях

ДНК из окружающей 
среды (полная или 
фрагмент) связывается с 
бактериальной клеткой, 
захватывается клеткой, 
взаимодействует с ДНК 
клетки (за счет случайной 
комплементарности),  
встраивается в хромосому 
бактерии и далее 
реплицируется вместе с 
ДНК хозяина.
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН В 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВАХ

•В последние десятилетия 
появился новый 
антропогенный фактор 
влияния на окружающую 
среду: генетически измененные 
микроорганизмы (ГММО).

•В  1972 г Пол Берг (США) и 
коллеги впервые получили 
рекомбинантную ДНК, 
объединив с помощью 
ферментов геном вируса 
обезьян SV-40 и фрагмент ДНК  
бактериофага λ, содержащий 
gal-оперон E. coli.

David A. Jackson, Robert H. Symons, Paul 
Berg. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, Vol. 69, No. 
10, pp. 2904-2909, 1972 
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН В 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВАХ

•Конструирование 
рекомбинантных ДНК и 
их использование для 
создания продуцентов 
приводит к возможности 
утечки генетически 
модифицированных 
микроорганизмов 
(ГММО) в окружающую 
среду. 

•Необходим контроль за 
процессами 
распространения ГММО.
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН В 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВАХ

• ГММО в последние годы получили широкое 
распространение и все чаще бесконтрольно 
оказываются в природных сообществах. 

• Подобная ситуация может представлять 
опасность, поскольку последствия такого 
проникновения в окружающую среду трудно 
достоверно оценить. 

• В первые годы проведения таких 
экспериментов были созданы специальные 
«Правила работы с рекомбинантными ДНК»
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН В 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВАХ

• Первая группа правил - «правила физической защиты» - 
обеспечение предотвращения попадания рекомбинантных 
ДНК в природное окружение. Этими правилами 
регламентируются требования к инженерному 
оборудованию рабочих помещений для работы с 
рекомбинантными ДНК: устройство вентиляции, 
организация рабочего места, рабочая одежда, порядок 
сбора и утилизации отходов. 

• Вторая группа правил – «правила биологической защиты». 
Суть этих правил состоит в том, что эксперименты с 
рекомбинантными ДНК должны проводиться в 
лабораториях с использованием штаммов 
микроорганизмов, которые не могут выжить в природе. 
Эти штаммы должны быть, например, ауксотрофными  
(неспособными к синтезу каких-либо важных для жизни 
клетки веществ, используемых клеткой в анаболических 
процессах). 119



ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН В 
МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВАХ

• И те, и другие ПРАВИЛА не обеспечивают полной 
защиты окружающей среды от попадания в нее ГММО. 

• Даже фрагментированная ДНК может захватываться 
микроорганизмами и встраиваться ими в собственный 
геном; особенно легко в микроорганизмы, находящиеся в 
окружающей среде могут попадать плазмиды из ГММО.

• По этой причине проблема контроля выхода ГММО в 
окружающую среду становится все более актуальной.

• Техника для выявления фрагментов ДНК, встроенных в 
рекомбинантные микроорганизмы, основана на 
принципах гибридизации суммарной ДНК, извлеченной 
из образцов окружающей среды, со специфическими 
зондами, сконструированными для опознавания  заданных 
последовательностей.
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САМООЧИЩЕНИЕ 
ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

• В условиях сбалансированного развития биоценозов 
происходит гибель одних участников биоценоза и 
развитие других. Материалом (питательной средой) 
для развития новых организмов служат органические 
останки отмерших организмов. Сбалансированное 
развитие биосферы в целом происходит за счет 
уравнивания скоростей гибели одних участников и 
накопления других участников экосистемы. Таким 
образом, живая природа способна самоочищаться от 
продуктов распада органической материи путем 
использования этих продуктов в катаболических 
процессах.

• Существенную роль в установлении баланса играют 
микроорганизмы. 
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САМООЧИЩЕНИЕ 
ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

• Деятельность человека приводит к появлению новых 
факторов, влияющих на состояние биосферы в целом или 
отдельных ее фрагментов.

• Благодаря мощному метаболическому потенциалу 
микроорганизмов и их сообществ происходит частичная 
нейтрализация последствий воздействия антропогенных 
факторов на окружающую среду ее самоочищение. 

• Процессы самоочищения иногда происходят медленно.  В 
таких случаях в поврежденные  области могут вноситься 
новые микроорганизмы, ускоряющие восстановительные 
процессы.  Такие воздействия на окружающую среду с 
целью ликвидации последствий ее загрязнения 
обозначают термином «биоремедиация».

• В процессе биоремедиации происходит биодеградация  
поллютантов.
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• Углеводороды – компоненты нефти (алифатические и 
ароматические, в том числе – полициклические ароматические 
углеводороды тяжелых фракций нефти);

• Поверхностно-активные вещества (ПАВ):
Сульфированные производные нормальных алканов с линейной 

углеводородной цепью;
Сульфированные производные алканов с разветвленной 

углеводородной цепью;
Сульфированные производные алкилированных ароматических 

углеводородов. 
• Средства агрохимии: 
Химические удобрения;
Химические средства защиты растений (пестициды);
•  Продукты химической промышленности (красители, 

полупродукты, реагенты, применяемые в других отраслях 
промышленности)

• Отходы химических производств и бытовые отходы

НАИБОЛЕЕ РАСПРОСТРАНЕННЫЕ 
ПОЛЛЮТАНТЫ
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• Наиболее распространенными путями деградации 
поллютантов являются пути, используемые клеткой в 
катаболизме.

• Алифатические соединения обычно активируются 
путем окисления концевых (предконцевых) групп 
углеводородного радикала дегидрогеназами с 
последующим присоединением воды по 
образовавшейся двойной связи, окислением 
спиртовой группы до карбонильной и отщеплением 
двухуглеродного фрагмента в виде ацетил-СоА. Такой 
процесс продолжается до полного расщепления 
углеводородного радикала. В некоторых случаях 
деградация останавливается у точки разветвтления 
цепи. В таких случаях используется иной механизм.

ОСНОВНЫЕ ПУТИ ДЕГРАДАЦИИ 
ПОЛЛЮТАНТОВ
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ОСНОВНЫЕ ПУТИ ДЕГРАДАЦИИ 
ПОЛЛЮТАНТОВ

По аналогичному 
пути расщепляются 
все соединения, 
содержащие 
алкильные 
радикалы. 

При наличии 
разветвлений в 
углеводородной 
цепи механизм 
несколько меняется, 
но принципиально 
остается тем же
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ОСНОВНЫЕ ПУТИ ДЕГРАДАЦИИ 
ПОЛЛЮТАНТОВ

Схема деградации 
сурфактантов на основе 
линейных алкилбензолсуль-
фонатов (LAS) и сульфонатов 
моноалкилдифениловых 
эфиров (LADPEDS) α-
протеобактерией.
LAS – компоненты бытовых 
моющих средств.
LADPEDS –  промышленные 
ПАВ
D. Schleheck, W. Dong, K. 
Denger, E. Heinzle, A.M. Cook.  
Applied and Environmental 
Microbiology, May 2000, p. 
1911-1916, Vol. 66, No. 5 126



ОСНОВНЫЕ ПУТИ ДЕГРАДАЦИИ 
ПОЛЛЮТАНТОВ

Схема деградации 
алифатических соединений с 
разветвленной цепью

Предполагаемый путь 
деградации сквалана 
Mycobacterium spp. Первый 
промежуточный продукт – 
дикарбоновая кислота – 
окисляется по пути β-
окисления. Затем β– 
метильная группа окисляется 
до карбонильной группы, как 
в случае цитранеллольного 
пути. 
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• Наиболее «тяжелыми» для 
биоремедиации являются 
галогеноорганические соединения и 
полициклические ароматические 
углеводороды. Первые наиболее часто 
встречаются среди пестицидов, вторые – 
на территориях, загрязненных 
разливами нефти и нефтепродуктов.

ОСНОВНЫЕ ПУТИ ДЕГРАДАЦИИ 
ПОЛЛЮТАНТОВ
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НАИБОЛЕЕ РАСПРОСТРАНЕННЫЕ 
ПОЛЛЮТАНТЫ

Название Химическое строение Период 
сохранения 

инсектициды
Эльдрин 1,2,3,4,10,10-гексахлор-1,4,4а,5,8,8а-

гексагидроэндо-1,4-экзо-5,8-
диметанонафталин 

> 9 лет

Хлорден 1,2,4,5,6,7,8,8а-октахлор-2,3,3а,4,7,7
а-гексагидро,4,7-метаноинден 

> 12 лет 

ДДТ 2,2-бис(п-хлорфенил)-1,1,1-
трихлорэтан 

10 лет 

ГХЦГ гексахлорциклогексан > 11 лет 

ПЕСТИЦИДЫ
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ДЕГРАДАЦИЯ АРОМАТИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ

• Первой стадией деградации 
ароматических соединений 
является их окисление – введение в 
ароматическую сруктуры одной 
или двух гидроксильных групп. 

• Эти реакции катализируют 
ферменты, относящиеся к группе 
оксигеназ: моно- или диоксигеназы 
соответственно.
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ДЕГРАДАЦИЯ АРОМАТИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ

2-кетоадипиновый путь деградации бензойной кислоты и ее 
производных
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ДЕГРАДАЦИЯ АРОМАТИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ

Структуры полициклических ароматических 
углеводородов, наиболее трудно разрушаемых 
микроорганизмами 132



ДЕГРАДАЦИЯ АРОМАТИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ

R.A. KANALY, S. 
HARAYAMA. 
Biodegradation of 
High-Molecular-Weight 
Polycyclic Aromatic 
Hydrocarbons by Bacteria//J. 
OF BACTERIOLOGY, 2000, 
p. 2059–2067 Vol. 182, No. 8
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ДЕГРАДАЦИЯ АРОМАТИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ

R.A. KANALY, S. HARAYAMA. 
Biodegradation of 
High-Molecular-Weight Polycyclic 
Aromatic Hydrocarbons by 
Bacteria//J. OF BACTERIOLOGY, 
Apr. 2000, p. 2059–2067 Vol. 182, No. 8
Предполагаемые пути деградации 
бензпирена. 
Видно, что во всех вариантах 
процесс начинается с 
окислительной деструкции одного 
из циклов. Окисленные продукты 
(кислоты) ослабляют 
ароматичность системы, так что 
далее она подвергается 
дальнейшему окислению, и в итоге 
происходит постепенная 
минерализация субстрата. 134



ДЕГРАДАЦИЯ АРОМАТИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ

• Значительные проблемы представляет 
деструкция галогенорганических 
соединений, которые, к тому же, 
наиболее токсичны. 

• Механизмы деструкции ароматических 
и неароматических соединений 
различны, однако во всех случаях 
происходит замена атома галогена на 
гидроксил
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ДЕГРАДАЦИЯ ГАЛОГЕНОРГАНИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ

Альдрин Дильдрин

ХЛОРСОДЕРЖАЩИЕ ПЕСТИЦИДЫ - ПРИМЕРЫ
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ДЕГРАДАЦИЯ ГАЛОГЕНОРГАНИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ

Гидролитическое дегалогенирование: 
А: а) D-2-галогенокислота-дегалогеназа; b) галоалкандегалогеназа; 
с) 4-хлорбензоил-СоА-дегалогеназа.
В) механизм без образования промежуточного сложного эфира

V. Nardi-Dei et al.

J. Biol. Chem, 
Vol. 274, No. 30, 
P. 20977-20981 
(1999)
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ДЕГРАДАЦИЯ ГАЛОГЕНОРГАНИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ

Первая стадия процесса – подготовка исходного соединения к дегалогени-
рованию – образование тиоэфира дихлорбензойной кислоты с СоА

Вторая стадия процесса – восстановительное дегалогенирование тиоэфира 
с NADPH в качестве восстановителя. Удаление второго хлора протекает по 
гидролитическому пути

Дегалогенирование 
хлорароматических 

соединений на 
примере 

дихлорбензойной 
кислоты 

V. Romanov, R.P. 
Hausinger. J. of 

Bacteriology, Vol. 178, 
No. 9, p. 2656–2661 

(1996)
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ДЕГРАДАЦИЯ ГАЛОГЕНОРГАНИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ

Восстановительное дегалогенирование: 
Двухступенчатый механизм восстановительного 
дегалогенирования гексахлорэтилена (НСЕ) с 
образованием тетрахлорэтилена. Катализатор – 
цитохром P450 (CYP101). Fe(II)P – гемовая форма 
двухвалентного железа.
M.E. Walsh et al. Eur. J. Biochem., Vol. 267, P. 5815-5820 
(2000)
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ДЕГРАДАЦИЯ ГАЛОГЕНОРГАНИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ

Восстановительное дегалогенирование: 
Дегалогенирование трихлоруксусной кислоты в 
цикле сера – сульфид с сопряженным окислением 
уксусной кислоты до карбоната.
H De Wever et al. Appl. Env. Microbiol., Vol. 66, P. 
2297-2301 (2000)
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БИОДЕГРАДАЦИЯ 
ПРОИЗВОДНЫХ ДИОКСИНА

1,2,3,4,6,7,8,9-октахлордибензо-п-диоксин

2,3,7,8-тетрахлордибензо-п-
диоксин – наиболее токсичное 
соединение этой группы. В 
соответствии с конвенцией 
ему присвоен индекс 
токсичности (Toxic Equivalence 
Factor, TEF) 1,0. Величина TEF 
определяется по соглашению 
и, в связи с разной 
восприимчивостью, - 
раздельно для 
млекопитающих, рыб и птиц. 
Токсичность для 
млекопитающих обычно 
применяется и для оценки 
риска для людей. 

Диоксины и прочие персистирующие 
органические поллютанты являются 
объектом Стокгольмской Конвенции. 
Этот Договор обязывает участников  
избегать или минимизировать 
использование всех источников 
диоксина. 141



БИОДЕГРАДАЦИЯ 
ПРОИЗВОДНЫХ ДИОКСИНА

Диоксиндегидрогеназа и система снабжения ее электронами. Реакция 
проводится мультикомпонентой диоксин-диоксигеназой, 
гидроксилирующей кольцо. Флавопротеин – редуктаза, RedA2, 
акцептирует электроны от NADH и переносит их через ферредоксин 
Fdx1 на терминальную оксигеназу. Далее происходит ангулярное 
окисление дибензо –п –диоксина и дибензофурана.

J. Armengaud, B. Happe, and K.N. 
Timmis. Journal of Bacteriology,
Aug. 1998, Vol.180, No.15, p. 
3954–3966, 
Genetic Analysis of Dioxin 
Dioxygenase of Sphingomonas sp.
Strain RW1: Catabolic Genes 
Dispersed on the Genome
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БИОДЕГРАДАЦИЯ ПЕСТИЦИДОВ

Биодеградация КАРБАРИЛА

Выделена бактерия из рода 
Arthrobacter, способная расти на 
карбариле, как единственном 
источнике углерода. Часть генов, 
кодирующих ферменты деградации 
карбарила, содержится в плазмидах. 
Удаление плазмиды pRC1 приводит к 
утрате способности расщеплять 
карбарил до 1-нафтола; плазмида pRC2 
контролирует окисление нафтола до 
гентизиновой кислоты. Дальнейшая 
деградация происходит с участием 
хромосомных генов. 
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БИОДЕГРАДАЦИЯ 
НИТРОСОЕДИНЕНИЙ

Многие микроорганизмы способны утилизировать взрывчатые 
вещества на основе ТНТ как аэробно, так и анаэробно. При этом 
образуются разнообразные продукты, включая амино-, 
гидроксиламино-производные, бензола, толуола и пр. 144



ЗАКЛЮЧЕНИЕ ПО 
БИОДЕГРАДАЦИИ

• Таким образом, метаболический потенциал 
микроорганизмов позволяет удалять из 
окружающей среды  поллютанты самой различной 
природы.

• Остается невыясненным, как возникают 
ферментные системы, способные разрушать столь 
чужеродные соединения. 

• Создается впечатление, что микроорганизмы могут 
сами выступать в качестве «дизайнеров 
биокатализаторов». 

• В то же время, успехи генной и белковой 
инженерии позволяют помочь микроорганизмам 
быстрее осуществлять этот дизайн, так что речь 
идет о конструировании микроорганизмов для 
решения задач биоремедиации.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ ПО 
БИОДЕГРАДАЦИИ

• Основные направления конструирования эффективных 
штаммов для решения задач биодеградации поллютатнов и 
биоремедиации загрязненных территорий:

• Исследование субстратной специфичности штаммов 
микроорганизмов, выделенных из природных источников, 
расшифровка биохимических путей деградации поллютантов;

• Усиление метаболического потенциала путем:
Сосредоточения в одном штамме-хозяине генов, кодирующих 

разные ферменты биодеградации с целью придания новому 
штамму способности более полно разрушать ксенобиотики в 
окружающей среде;

Сосредоточения в одном штамме ферментов систем деградации и 
продукции биосурфактантов, способствующих переходу 
малорастворимых органических поллютантов 
(полициклических ароматических соединений) в раствор;

Повышения способности микробных клеток к захвату и 
транспорту поллютантов во внутреннее пространство клетки;
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ ПО 
БИОДЕГРАДАЦИИ

• Модификация свойств микроорганизмов – биодеградаторов:
Повышение устойчивости клеток к органическим растворителям 

за счет введения в клетки генов цис-транс изомеризации 
непредельных жирных кислот (повышение жесткости 
мембраны);

Введение генов транспортных белков для усиления активного 
транспорта гидрофобных поллютантов в клетку;

Исследование и использование системы хемотаксиса микробных 
клеток к субстрату (движение клеток против градиента 
концентрации субстрата);

Повышение устойчивости штаммов-биодеградаторов к радиации 
(Deinococcus radiodurans – как основа для конструирования 
устойчивых к радиации биодеградаторов);

Использование психрофильных микроорганизмов в качестве 
биодеградаторов;

Применение методов молекулярной эволюции для оптимизации 
свойств штаммов-биодеградаторов.
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ТЕХНОЛОГИИ УСТОЙЧИВОГО 
РАЗВИТИЯ

Концепция устойчивого развития включает в 
себя много аспектов политического, 
социального и технологического характера.

Технологические аспекты устойчивого развития 
предусматривают:

• Использование технологий, характеризующихся 
пониженными энергоемкостью и 
материалоемкостью;

• Максимально возможное использование 
возобновляемых источников энергии и сырья;

• Минимизация образования отходов 
производства в сочетании с максимальной 
возможностью их утилизируемости.
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ТЕХНОЛОГИИ УСТОЙЧИВОГО 
РАЗВИТИЯ

Бóльшую часть этих требований способна 
удовлетворить биотехнология.

Термин “биотехнология” состоит из двух греческих 
корней: βιος и τεχνε. Первый означает “жизнь”, 
второй – “умею”. Сам термин означает способность 
получить какой-то продукт с использованием 
живых систем или их компонентов. 

Технологии этого типа использовались еще на этапе 
стихийного развития науки и техники, когда в 
основе технологий лежал опыт. Примером могут 
служить виноделие, приготовление кисломолочных 
продуктов, выделка кож с использованием кислого 
молока и пр. 149



ТЕХНОЛОГИИ УСТОЙЧИВОГО 
РАЗВИТИЯ

Предметом современной биотехнологии является 
получение продуктов для удовлетворения 
жизненных потребностей человека с 
использованием живых систем. В последние годы 
появился новый термин: технологии живых систем. 

Жизненные потребности человека при этом 
трактуются весьма широко. Речь идет как о 
конкретных продуктах индивидуального 
потребления, так и о продуктах, являющихся 
исходными веществами для промышленного 
производства, о штаммах микроорганизмов для 
удаления поллютантов из окружающей среды, о 
трансгенных организмах, обладающих новыми 
качествами.
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ТЕХНОЛОГИИ УСТОЙЧИВОГО 
РАЗВИТИЯ

Термин биотехнология употребляется к нескольких 
смыслах:

Биотехнология как отрасль науки, предметом которой 
является исследование закономерностей 
физиологии, биохимии, генетики продуцента, 
позволяющих регулировать развитие популяции 
продуцента в направлении наиболее эффективного 
решения технологической задачи;

Биотехнология как отрасль инженерной науки, 
предметом которой является создание аппаратуры, 
позволяющей наиболее эффективно получать 
желаемые продукты;  

Биотехнология как отрасль производства, задачей 
которой является получение с применением 
технологий живых систем продукта для 
последующего использования.
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ТЕХНОЛОГИИ УСТОЙЧИВОГО 
РАЗВИТИЯ

Продукты биотехнологии могут быть распределены по следующим группам:

• Основная биотехнология – крупнотоннажные процессы с получением продуктов 
технического качества

• технические ферментные препараты (микробные протеазы - для облагораживания 
некоторых видов мяса, обработки шкур; амилазы - для частичного гидролиза 
крахмала в крахмалсодержащих видах пищевого сырья, обработки муки; пектиназы 
- для облагораживания растительных волокон, осветления соков);

• пищевые и кормовые добавки (незаменимые для человека и некоторых животных 
аминокислоты, жирные, особенно полиненасыщенные кислоты, лимонная кислота; 
многоатомные спирты) или сырье для их приготовления (белок одноклеточных);

• микробиологические средства защиты растений, часто представляющие собой 
высушенную культуру микроорганизмов, патогенных для насекомых - вредителей 
сельского хозяйства;

• органические растворители (этанол, бутанол, пропанол, ацетон и др.) для химической 
промышленности;

• антибиотики для медицины и ветеринарии 
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ТЕХНОЛОГИИ УСТОЙЧИВОГО 
РАЗВИТИЯ

Продукты биотехнологии могут быть распределены по 
следующим группам:

Тонкая биотехнология:

• высокоочищенные ферментные препараты для медицины, 
ветеринарии, химической промышленности – в качестве 
катализаторов, аналитических реагентов; 

• действующие основы лекарственных средств (инсулин и другие 
вещества гормонального действия; продукты, экстрагируемые 
из тканей и органов животных или из биомассы растений и 
микроорганизмов);

• вакцинно-сывороточные препараты (рекомбинантные 
антигены, живые и убитые вакцины, гамма-глобулины, 
сыворотки иммунных животных и человека).
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МЕСТО БИОТЕХНОЛОГИИ
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ПРОДУЦЕНТЫ

• Многие продукты биотехнологии 
получаются непосредственно биосинтезом. В 
связи с этим в биотехнологии применяется 
понятие “продуцент”. Под этим термином 
понимают организм, который осуществляет 
биосинтез интересующего нас продукта.

• В качестве продуцентов могут выступать 
различные организмы: это могут быть 
растения, животные, низшие 
эукариотические организмы (напр., грибы), 
изолированные клетки и микроорганизмы. 
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ПРОДУЦЕНТЫ

• Наиболее часто продуцентами в биотехнологии являются 
микроорганизмы. Это обусловлено относительной простотой 
их культивирования, высокой скоростью роста и 
возможностью активно управлять протекающими в культуре 
микроорганизмов процессами.

• Простота культивирования микроорганизмов связана с их 
способностью использовать в качестве источников питания 
простые органические соединения (для гетеротрофов), а то и 
вовсе обходиться без органических компонентов (для 
автотрофов).

• Эукариотические клетки изначально приспособлены к 
существованию в многоклеточном организме, в котором 
клетки различных органов имеют специализацию, а продукты 
их биосинтеза по специальным транспортным путям попадают 
к тем клеткам, для которых они предназначены. Перевод таких 
клеток в культуру требует включения в состав питательной 
среды компонентов, которые в организме поставляются из 
других органов.
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ 
СРЕДСТВА ЗАЩИТЫ РАСТЕНИЙ

• В сельском хозяйстве широко применяются 
пестициды, большая часть которых – токсичные 
химические соединения.

• Биотехнология позволяет производить 
микробиологические средства защиты растений, 
токсичные лишь для определенных видов 
насекомых. Эти препараты представляют собой 
клетки микроорганизмов,  вызывающих у 
насекомых смертельные заболевания. В организме 
человека и теплокровных животных эти 
микроорганизмы не способны существовать, а их 
токсины на человека и животных не действуют.
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ 
СРЕДСТВА ЗАЩИТЫ РАСТЕНИЙ

• Промышленностью производятся 
энтомопатогенные препараты трех типов:

• Бактериальные препараты на основе Bacillus 
thuringiensis – энтобактерин, дендробациллин и ряд 
других;

• Грибной препарат на основе Beauveria brassiana – 
боверин;

• Вирусные препараты - на основе вирусов ядерного 
полиэдроза. 

Препараты выпускаются в виде смачивающихся 
порошков или паст, реже – в виде дустов, гранул, 
стабилизированных эмульсий спор или кристаллов.
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ 
СРЕДСТВА ЗАЩИТЫ РАСТЕНИЙ

• Бактериальные препараты на основе Bacillus thuringiensis 
получили наибольшее распространение; они отличаются 
высокой вирулентностью, безопасностью для окружающей 
флоры и фауны, достаточно высокой скоростью воздействия на 
насекомых.

• Токсичными компонентами этих препаратов являются:
• α-экзотоксин, является по своей природе ферментом – 

фосфолипазой; токсическое действие связано с распадом 
незаменимых фосфолипидов, что вызывает гибель насекомого;

• β – экзотоксин – термостабильный токсин; по своей природе – 
аналог нуклеотида, считается, что он ингибирует ДНК-
зависимую РНК полимеразу. Этот токсин обладает широким 
спектром действия, особенно на ранней стадии развития 
насекомых. Действие разворачивается более медленно, чем у α-
экзотоксина.

• γ- экзотоксин изучен мало, предполагается, что это фермент с 
неизвестной активностью.
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ 
СРЕДСТВА ЗАЩИТЫ РАСТЕНИЙ

• δ-эндотоксин – параспоральный кристаллический эндотоксин. 
Образуется в процессе споруляции бактерии; на завершающей стадии 
формирования приобретает вид правильного восьмигранного 
кристалла. Размеры кристаллов сильно варьируют. Хорошо растворяется 
в щелочных условиях (рН выше 11,5) или при более низких значениях 
рН в присутствии восстановителей. При нагревании до 100°С в течение 
30-40 минут кристаллы разрушаются и токсические свойства 
утрачиваются. 

• Химический состав кристаллов помимо углерода, азота, водорода, 
кислорода, серы включает еще 19 элементов со значительным 
содержанием Сa, Mg, Si, Fe, меньше Ni, Ti, Zn, Al, Cr, Cu, Mn. 
Практически отсутствует фосфор. Основным компонентом кристалла 
является белок, аминокислотный состав для различных штаммов весьма 
близок. По составу близок к белку оболочки споры, возможно, 
образуется за счет перепроизводства спорового белка. Имеются данные о 
том, что в кишечнике насекомых белок кристалла распадается на 
молекулы протоксина, которые далее под действием протеаз 
распадаются на собственно токсические фрагменты. Протеазы, 
расщепляющие протоксин, имеются не у всех насекомых, что 
обусловливает различную чувствительность к препарату.
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ 
СРЕДСТВА ЗАЩИТЫ РАСТЕНИЙ

• Большинство насекомых погибает под 
действием всех компонентов препарата, в 
частности, в результате прорастания спор и 
последующего размножения бактерий, 
приводящего к септицемии.

• Бактерии группы  Bacillus thuringiensis 
поражают свыше 130 видов насекомых, среди 
которых вредители полевых, овощных, 
плодовых культур, виноградников и леса. 
Наиболее эффективны препараты против 
листогрызущих насекомых. 
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ 
СРЕДСТВА ЗАЩИТЫ РАСТЕНИЙ

• Грибные энтомопатогенные препараты вызывают у поражаемых 
насекомых заболевание - микоз. 

• Поражение этими препаратами происходит не через пищеварительный 
тракт, а непосредственно через кутикулу;

• Насекомые поражаются в фазе куколки и имаго, тогда как 
бактериальные препараты поражают гусениц;

• Грибы характеризуются высокой скоростью роста и высокой 
репродуктивной способностью: споры могут длительное время 
созраняться в природных условиях без заметного снижения патогенности 
по отношению к насекомым;

• Грибные препараты характеризуются высокой видовой 
специфичностью; разные варианты гриба поражают до 60 видов 
насекомых; применение препаратов позволяет на 90% сократить 
применение ядохимикатов.

• Попадая в тело насекомого, спора гриба прорастает, в конце концов 
формируется мицелий, от которого отчленяются конидии, которые 
могут циркулировать в гемолимфе насекомого. При этом образуются 
токсины, которые могут подавлять жизненную активность насекомого. 
Если токсинов недостаточно, то постепенно развивается мицелий гриба, 
заполняющий все тело насекомого и разрушающий все его органы. 
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ВИРУСНЫЕ ЭНТОМОПАТОГЕННЫЕ 
ПРЕПАРАТЫ

• Вирусные энтомопатогенные препараты (вирины) 
представляют собой препараты вирусов насекомых. Они 
достаточно эффективны, однако широкого применения они 
не нашли. Причина – высокая видовая специфичность 
препаратов: для каждого вида насекомых необходим «свой» 
вирус. 

• Значительные сложности представляет и технология их 
приготовления: вирус выращивается на гусеницах 
насекомого. Существуют биофабрики, представляющие 
собой большие помещения со специальными садками, в 
которых выращиваются гусеницы. По достижении 
определенного возраста гусениц заражают вирусом, 
гусеницы погибают, их тела высушивают, измельчают и 
полученный порошок распыляют на территории, 
пораженной вредителем.

• На биофабриках часто случается гибель гусениц из-за 
наличия в них латентных вирусов, которые провоцируются 
какими-то неблагоприятными обстоятельствами. В таки 
случаях все подвергается чистке, весь материал сжигается, 
предприятие несет большие убытки. 163



МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ 
СРЕДСТВА ЗАЩИТЫ РАСТЕНИЙ

• Помимо насекомых – вредителей в 
агрономической практике встречаются 
проблемы защиты растений от грибных 
инфекций. Здесь также могут 
использоваться микроорганизмы. 
Примером может служить 
фунгицидный препарат «Серенада». 
Активный агент этого препарата – 
бактерия Bacillus subtilis 
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ПРЕПАРАТЫ 
ФУНГИЦИДНОГО ДЕЙСТВИЯ

• До инфицирования 
препарат 
«Серенада» 
ингибирует 
развитие патогена 
путем 
предотвращения 
попадания спор на 
поверхность листа, 
покрывая 
поверхность листа 
защитной пленкой 
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ПРЕПАРАТЫ 
ФУНГИЦИДНОГО ДЕЙСТВИЯ

• Если обработка 
проведена после 
инфицирования, 
препарат подавляет 
прорастание спор, 
отделяя их от 
окружающей среды 
образуемой им 
пленкой.
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ПРЕПАРАТЫ ФУНГИЦИДНОГО 
ДЕЙСТВИЯ

• Далее препарат 
предотвращает 
развитие патогена 
путем перфорации 
ростовых трубочек 
гриба и заселением 
бактериями 
внутренних про-
странств ростовых 
трубочек 
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ПРЕПАРАТЫ ФУНГИЦИДНОГО 
ДЕЙСТВИЯ

• В конце концов, 
препарат 
распространяется по 
всему растению, 
включая и растущие 
части, создавая 
системную защиту и 
активируя собственные 
защитные функции 
растения 

• Известны и другие 
бактериальные ан-
тагонисты фитопа-
тогенных грибков.

Развитие фитофторы, например, 
подавляют бактерии Pseudomonas 
fluorescens. Известны продуценты 
антибиотиков с фунгицидным 
действием. 168



БАКТЕРИАЛЬНЫЕ 
УДОБРЕНИЯ

• Почва при активном использовании в 
сельскохозяйственном обороте постепенно 
истощается (теряет плодородие), что требует 
проведения агротехнических мероприятий. 

• Для восстановления плодородия почвы 
широко используются химические удобрения.

• Обычно таковыми являются минеральные 
удобрения – соли фосфорной, азотной кислот, 
содержащие калий, магний, кальций и другие 
элементы. Слишком активное их применение 
приводит к засолению почвы и ухудшению 
плодородия.
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БАКТЕРИАЛЬНЫЕ 
УДОБРЕНИЯ

• Более экологически приемлемыми являются 
удобрения на основе микроорганизмов. 

• Уже давно было замечено, что бобовые 
культуры улучшают плодородие почвы. 
Оказалось, что у них имеются симбиотические 
взаимоотношения с некоторыми 
микроорганизмами, способными фиксировать 
атмосферный азот. Эти бактерии 
концентрируются в особых образованиях на 
корнях растений – клубеньках и получили 
название – «клубеньковые бактерии».

• Существует несколько типов бактериальных 
удобрений. 170



БАКТЕРИАЛЬНЫЕ 
УДОБРЕНИЯ

• Нитрагин –бактериальное удобрение на основе живых 
клубеньковых бактерий рода Rhizobium. Бактерии в симбиозе с 
бобовыми растениями способны эффективно фиксировать 
атмосферный азот, превращая его в форму, легко усваиваемую 
растениями. Бактерии заражают корневую систему растений, 
прорастают внутрь, индуцируют деление клеток растения. В 
месте разрастания образуются клубеньки, в которых 
бактериальные клетки быстро размножаются.

• Бактерии, находящиеся в клубеньках, содержат нитрогеназную 
систему, с помощью которой происходит восстановление 
молекулярного азота до аммиака, который далее вовлекается в 
цикл глутаминовой кислоты и далее – в образование ряда 
аминокислот и синтез белков.

• Сущность симбиотических отношений состоит в том, что 
растения снабжают бактерии питательными веществами, а 
бактерии поставляют необходимый растениям связанный азот. 
Клубеньковые бактерии без взаимодействия с 
растениями не способны к фиксации азота. 171



БАКТЕРИАЛЬНЫЕ УДОБРЕНИЯ

• Азотобактерин – другой вид бактериального удобрения на 
основе свободно живущей почвенной бактерии Azotobacter 
chroococcum, способной фиксировать атмосферный азот. 
Эта бактерия не нуждается в растениях. Помимо фиксации 
азота эти бактерии синтезируют биологически активные 
вещества (никотиновую и пантотеновую кислоты, 
пиридоксин, биотин, гетероауксин, гиббереллин и др.), 
стимулируя рост растений. 

• Фосфоробактерин – бактериальное удобрение, 
содержащее споры микроорганизма Bacillus megatherium 
var. Phosphaticum. Эти бактерии обладают способностью 
превращать сложные органические соединения фосфора и 
трудноусвояемые минеральные фосфаты в доступную для 
растений форму. Эти бактерии также вырабатывают 
биологически активные вещества, стимулирующие рост 
растений. 172



АНТИБИОТИЧЕСКИЕ 
ПРЕПАРАТЫ

• Современное толкование термина «антибиотик» предложено 
советскими химиками М.М. Шемякиным и А.С. Хохловым 
(1961) и охватывает все продукты обмена любых организмов, 
способные избирательно убивать или подавлять рост и 
развитие микроорганизмов (бактерий, грибов, вирусов и т.п.), 
а также некоторых злокачественных новообразований.

• К настоящему времени известно более 3000 антибиотиков, 
которые по химическому строению можно разделить на 
несколько групп:

• ациклические соединения;
• алициклические соединения;
• ароматические соединения;
• хиноны;
• кислородсодержащие гетероциклы;
• азотсодержащие гетероциклы;
• пептиды (включая полипептиды). 
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АНТИБИОТИЧЕСКИЕ 
ПРЕПАРАТЫ

• Химическая структура установлена лишь 
для трети антибиотиков, лишь половина из 
них может быть получена синтетическим 
путем. В связи с этим микробиологический 
синтез антибиотиков весьма актуален.

• Антибиотики широко применяются в 
медицине и сельском хозяйстве – в виде 
добавок к кормам и в качестве средств 
защиты растений. 
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АНТИБИОТИЧЕСКИЕ 
ПРЕПАРАТЫ

• Бацитрацины
• Бацитрацины – семейство полипептидных 

антибиотиков, продуцируемых Bacillus licheniformis. 
Используются в медицине и в качестве кормовых 
антибиотиков в сельском хозяйстве (под названием 
БАЦИЛИХИН). 175



АНТИБИОТИЧЕСКИЕ 
ПРЕПАРАТЫ

• Антибактериальное действие бацитрацина 
состоит в подавлении синтеза клеточной 
стенки путем ингибирования фермента, 
осуществляющего транспорт липидных 
остатков в ходе биосинтеза 
протеогликанового скелета.

• Применение бацитрацина приводит к 
повышению эффективности усвоения 
кормов и к экономии ресурсов.
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АНТИБИОТИЧЕСКИЕ 
ПРЕПАРАТЫ

ТРИХОТЕЦИН

Продуцент- Trichotecium 
roseum L.

Трихотецин относится к 
группе гетероциклических 
антибиотиков с кислородом в 
качестве гетероатома.

Обладает широким спектром 
фунгицидного действия. 
Применяется в борьбе с 
мучнистой росой табака, 
огурцов, плодовых, винограда, 
корневыми гнилями 
зерновых.
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АНТИБИОТИЧЕСКИЕ 
ПРЕПАРАТЫ

7-хлортетрациклин: R = Cl, R′ = H
8-окситетрациклин: R = Н, R′ = ОH
Продуценты: Actinomyces 
aureofaciens (хлортетрациклин) 
и Actinomyces rimosus 
(окситетрациклин)

Антибиотики тетрациклинового ряда 
обладают широким спектром 
антибактериального действия как на 
грам-положительные, так и на грам-
отрицательные микроорганизмы. При 
этом кишечная микрофлора животных 
очищается от патогенов, что повышает 
усвояемость кормов и привес 
животных.

Основное действие тетрациклинов 
проявляется на уровне рибосом.

При выращивании культуры 
продуцента синтез антибиотика 
наблюдается в предстационарной и 
стационарной фазе роста культуры.
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АНТИБИОТИЧЕСКИЕ 
ПРЕПАРАТЫ

n = 1-6 – количество 
аминокислотных остатков β,ε-
диаминокапроновой кислоты;
Углеводная часть – α-D-
гулозамин, гетероцикличский 
фрагмент – стрептолидигин.

ГРИЗИН 

Антибиотик стрептомицинового 
ряда. Продуцент -  Actinomyces 
griseus. 

Активен против грам-
положительных и грам-
отрицательных микроорганизмов, 
а также против грибов.

Оказывает стимулирующее 
действие на рост и развитие 
молодняка сельскохозяйственных 
животных. Товарное название 
препарата – кормогризин. 
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ИНСЕКТИЦИДЫ

Авермектин

Авермектин – любой из 
группы пентацикли-
ческих шестнадцати-
членных лактонов, 
продуцируемых 
почвенной бактерией 
Streptomyces avermitilis. 
Авермектины – 
инсектицидные и 
антигельминтные 
препараты для домашних 
животных и иногда – для 
человека.
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ВОПРОСЫ К СЕМИНАРУ
1. Распространенность микроорганизмов в природе
2.  Роль микроорганизмов в биосфере 
3.  Основы систематики микроорганизмов , методы 

типирования микроорганизмов
4. Основные представления о структуре микробной 

клетки
5. Типы питания микроорганизмов
6. Микробные сообщества; межвидовые взаимоотношения 

между участниками микробного сообщества
7. Методы анализа структуры микробных сообществ
8. Генетический обмен «по горизонтали»
9. Биодеградация основных типов поллютантов

10. Биодеградация ароматических поллютантов
11. Биодеградация галогенорганических соединений

181



ФЕРМЕНТЫ КАК ПРОДУКТЫ 
БИОТЕХНОЛОГИИ

• Важную группу продуктов биотехнологии 
представляют собой ферменты. Они  
используются для осуществления широкого 
круга разнообразных процессов, особенно в 
химическом производстве - в качестве 
каталитических агентов. 

• Кроме того, ферменты активно используются в 
медицине – как лекарственные препараты, в 
легкой и пищевой промышленности.

• На последующих слайдах представлены 
некоторые примеры применения ферментов
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ФЕРМЕНТЫ КАК ПРОДУКТЫ 
БИОТЕХНОЛОГИИ

Ферменты Область применения

Гликозидазы: 

α-амилаза Гидролиз (ожижение) крахмала;
Обработка текстильных изделий

глюкоамилаза Осахаривание крахмала; получение 
глюкозы

Инвертаза Производство кондитерских изделий

Пектиназа Осветление вин и фруктовых соков

Целлюлаза Осахаривание целлюлозосодержащего 
сырья (соломы, древесных отходов)
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ФЕРМЕНТЫ КАК ПРОДУКТЫ 
БИОТЕХНОЛОГИИ

Ферменты Область применения

Протеазы: 
Микробные 
протеазы

Добавки к детергентам; хлебопечение; 
осветление вин и пива; размягчение 
мяса; выделка кож

Бромелаин Производство питательных смесей на 
основе гидролизатов белков

Папаин Размягчение мяса; осветление пива
Трипсин Размягчение мяса; выделка кож; 

медицина (заживление ран)
Реннин Сыроделие 
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ФЕРМЕНТЫ КАК ПРОДУКТЫ 
БИОТЕХНОЛОГИИ

Ферменты Область применения

Липазы: Модификация вкуса молочных 
продуктов

Оксидоредуктазы: 
Глюкозооксидаза Удаление кислорода из пищевых 

продуктов; определение глюкозы в 
биологических жидкостях 
(аналитический реагент)

Каталаза Удаление перекиси водорода после 
стерилизации молочных продуктов 
и в процессах отбеливания 
целлюлозы в производстве бумаги 185



ФЕРМЕНТЫ КАК ПРОДУКТЫ 
БИОТЕХНОЛОГИИ

Ферменты Область применения

Изомеразы: 
Глюкозоизомераза Производство глюкозо-фруктозных 

сиропов
Другие ферменты: 
Нитрилгидратаза Получение полиакриламида
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ПРЕИМУЩЕСТВА ФЕРМЕНТОВ КАК 
КАТАЛИТИЧЕСКИХ АГЕНТОВ

• Пониженная энергоемкость 
процессов – за счет высокой 
каталитической эффективности 
ферментов, что позволяет 
осуществлять процессы при 
относительно низких температурах

• Пониженная материалоемкость – за 
счет высокой специфичности 
ферментов, что сводит к минимуму 
образование побочных продуктов
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ПОЛУЧЕНИЕ ФЕРМЕНТОВ

Общая схема технологии продукции ферментов 
микробиологическим синтезом. На предприятии существует музей 
производственных культур микроорганизмов-продуцентов. 
Существуют и Государственные коллекции микроорганизмов, где 
штаммы хранятся при температурах жидкого азота – во избежание 
их самопроизвольного мутирования. 188



ПОЛУЧЕНИЕ ФЕРМЕНТОВ
• Фермент после выращивания культуры продуцента 

может оказаться либо в культуральной жидкости 
(внеклеточные ферменты), либо в составе биомассы 
микроорганизма (внутриклеточные ферменты). 

• Клетки продуцента отделяют от культуральной 
жидкости (процесс сепарации) путем 
центрифугирования или фильтрования. 

• В случае внеклеточных ферментов культуральную 
жидкость концентрируют (удаляют воду и 
низкомолекулярные компоненты) и подвергают 
фракционированию.

• Во случае внутриклеточных ферментов клеточную массу 
разрушают (механически, химическим или 
ферментативным лизисом) и подвергают  нескольким 
последовательным стадиям фракционирования 
(селективное осаждение, различные приемы 
хроматографии и т.п.)
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КЛАССИФИКАЦИЯ ФЕРМЕНТОВ

№ 
класса

Наименование 
класса

Число 
подклас-
сов

Число 
подпод-
классов

1 Оксидоредуктазы 15 24

2 Трансферазы 7 16

3 Гидролазы 7 20
4 Лиазы 5 9
5 Изомеразы 5 7
6 Лигазы 5 9
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КЛАССИФИКАЦИЯ 
ФЕРМЕНТОВ

Номер
класса

Название класса Характеристика катализируемых
реакций

1 Оксидоредуктазы Окислительно-восстановительные 
реакции

2 Трансферазы Перенос различных группировок от одних 
соединений к другим

3 Гидролазы Процессы гидролитического расщепления 
различных связей

4 Лиазы Реакции отщепления с образованием 
двойных связей или присоединения по 
двойным связям

5 Изомеразы Процессы изомеризации

6 Лигазы Процессы конденсации двух молекул, 
сопряженные с гидролизом 
макроэргических связей
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ПРИМЕНЕНИЕ ФЕРМЕНТОВ В 
ПРОМЫШЛЕННЫХ ТЕХНОЛОГИЯХ

1 – гидролазы (63%)

2 – оксидоредуктазы 
(25%)

3 – трансферазы (5%)

4 – лиазы (5%)

5 – изомеразы (1%)

6 – лигазы (1%)

Относительная частота использования 
ферментов различных классов в 
промышленности
Faber, K. Biotransformations. In: Organic
Chemistry: A Textbook, 3rd Ed.; 
Springer-Verlag: Berlin, Germany, 1997.
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НЕКОТОРЫЕ ТЕРМИНЫ 
ЭНЗИМОЛОГИИ

• Кофермент (кофактор) – 
вспомогательное химическое 
соединение, «помогающее» ферменту в 
осуществлении каталитического акта 

• Простетическая группа – химическая 
группировка, ковалентно соединенная с 
ферментом и выполняющая те же 
функции, что и кофермент, без 
диссоциации от белковой части
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НЕКОТОРЫЕ ТЕРМИНЫ 
ЭНЗИМОЛОГИИ

• Апофермент – белковая часть 
фермента (обычно не способна к 
каталитическому действию в 
отсутствие кофактора)

• Голофермент  – полная молекула 
фермента, комплекс апофермента и 
кофермента (кофактора) или 
простетической группы
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СТРУКТУРА ФЕРМЕНТОВ
• Высокая каталитическая эффективность ферментов 

и их высокая специфичность обусловлены во многом 
сложной структурной организацией молекул 
ферментов.

• Ферменты – белки, структура которых включает все 
основные элементы организации белковой 
молекулы: первичную структуру 
(последовательность аминокислот), вторичную 
структуру (внутримолекулярное взаимодействие 
аминокислотных остатков за счет водородных связей 
– α-спиральные фрагменты, β-листы), третичную 
структуру (пространственная укладка, 
стабилизированная дисульфидными связями) и 
четвертичную структуру (молекулярные агрегаты – 
комплексы нескольких одинаковых или различных 
субъединиц – гомоолигомеры или гетероолигомеры). 
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МОДЕЛЬ ПРОСТРАНСТВЕННОЙ 
СТРУКТУРЫ ФЕРМЕНТА

• Модель 
пространственной 
организации 
молекулы 
термолизина 
(протеазы из Васillus 
stearothermophilus). 
Крупные шарики – 
ионы металлов (Са и 
Zn)
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СПЕЦИФИЧНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ

• Специфичность ферментов является 
особенно важным преимуществом 
биокатализаторов 

• Специфичность проявляется в виде:
• Стереоспецифичности;
• Позиционной специфичности 

(региоселективности)
• Специфичности по отношению к 

функциональным группам 
(хемоселективности)
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СПЕЦИФИЧНОСТЬ 
ФЕРМЕНТОВ

                                               

                                              

                                              

Асимметрия активного центра 
фермента, катализирующего 

гидролиз L-аспарагина.  

а. Связывание субстрата 
произошло в соответствии с

геометрией активного центра

X
HO

C

N
H

H

YCH2
C

H

OOC
_

NH3
+

+ _
а
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СПЕЦИФИЧНОСТЬ 
ФЕРМЕНТОВ

b. Связывание D-изомера 
не соответствует
конфигурации активного 
центра:
Возникает 
электростатическое 
отталкивание
карбоксильной и α-
аминогруппы от 
одноименно заряженных 
группировок на 
молекуле фермента

+NH
3 _

COO

H

C CH2 Y

H

H
N

C
O

H
X

 +

- b
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СПЕЦИФИЧНОСТЬ 
ФЕРМЕНТОВ

 

+NH3

_
OOC HC

CH2

Y
H

H
NC

O
H

X

_
+

c

с. Образование связей D-
изомера по 
карбоксильной и α-
аминогруппам приводит 
к выводу амидной 
группы из 
взаимодействия с 
каталитическим 
центром
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УПРАВЛЕНИЕ 
СПЕЦИФИЧНОСТЬЮ ФЕРМЕНТОВ

• МОЛЕКУЛЯРНЫЙ ИМПРИНТИНГ –
предварительная настройка фермента на 
субстрат. Фермент, способный катализировать 
реакции с различными субстратами, переводят 
в комплекс с тем из них, который нужен  для 
решения поставленной задачи. Комплекс 
фиксируют тем или иным способом, а затем 
диссоциируют. Иными словами, в молекулу 
фермента «впечатывают» субстрат, формируя 
структуру белка таким образом, что она 
настроена на преимущественное 
взаимодействие именно с этим субстратом.
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УПРАВЛЕНИЕ 
СПЕЦИФИЧНОСТЬЮ ФЕРМЕНТОВ

Фермент:
субтилизин Carlsberg
Донор ацила - 

винилбутират
1,2 – ацилирование 

сахарозы в пиридине; 
3,4 – ацилирование 

тимидина в 
тетрагидрофуране.

Импринтинг: 1, 3 – 
сахарозой, 2, 4 – 
тимидином. По оси 
ординат – увеличение 
скорости реакции с 
импринтированным 
ферментом по 
отношению к  не-
импринтированному

202



УПРАВЛЕНИЕ 
СПЕЦИФИЧНОСТЬЮ ФЕРМЕНТОВ

• Утагава и сотр. 
синтезировали 
арабиноурацил 
химическими методами.

• Интерес представляют 
и другие 
арабинонуклеозиды. 

• Попытки найти 
ферменты для такого 
синтеза показали, что у 
многих 
микроорганизмов 
активность проявляется 
при повышенной 
температуре
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УПРАВЛЕНИЕ 
СПЕЦИФИЧНОСТЬЮ ФЕРМЕНТОВ

Род Количество 
изученных 
штаммов

Количество штаммов, 
образующих Ара-А

Escherichia 33 31

Enterobacter 13 10
Proteus 11 10
Kluyvera 5 5
Salmonella 3 3
Citrobacter 2 2
Ervinia 7 6
Flavobacterium 31 4
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ФОРМЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
ФЕРМЕНТОВ

• В виде целых микробных клеток 
(whole cell catalysts)

• Как компонент гомогенной 
реакционной смеси (добавление 
раствора фермента к раствору 
субстратов и других компонентов 
смеси)

• Иммобилизованные ферменты
205



ФОРМЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
ФЕРМЕНТОВ

Часто для получения конечного продукта необходимо 
несколько последовательных превращений. С 
использованием ферментов это возможно путем 
получения ферментов, необходимых для каждой 
отдельной реакции, и последовательное проведение 
всех стадий синтеза.

Было замечено, что целые клетки микроорганизмов 
могут катализировать несколько последовательных 
превращений субстрата, “включая” необходимые для 
этого ферменты (иногда неизвестно, какие). 

Такие процессы получили название 
“биотрансформация”. В случае  микробиологического 
синтеза происходит образование продукта “de novo”, 
при биотрансформации происходит модификация 
субстрата. 
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БИОТРАНСФОРМАЦИЯ

• Основными процессами биотрансформации 
являются:

• окислительно-восстановительные реакции;
• реакции декарбоксилирования;
• реакции дезаминирования;
• реакции с углеводными субстратами 

(гликозилирование, трансгликозилирование);
• алкилирование (метилирование);
• реакции переноса ацильных групп (включая 

гидролиз, при котором ацильные остатки 
переносятся на воду);

• реакции галогенирования;
• реакции переноса нуклеотидных остатков;
• реакции изомеризации.
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БИОТРАНСФОРМАЦИЯ

• Трансформация стероидов
Одним из примеров микробной 
трансформации является 
трансформация стероидных 
соединений.

Стероиды представляют собой 
производные 
циклопентанпергидро-
фенантрена и широко 
распространены в природе.

На их основе производится 
большое количество 
разнообразных лекарственных 
препаратов, однако синтез 
стероидов – сложная задача
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БИОТАНСФОРМАЦИЯ

• Трансформация стероидов

Схема превращений стероидов клетками гриба Botrytis cinerea 
(цитируется по: J. Aleu, I. G. Collado. Journal of Molecular Catalysis 
B: Enzymatic 13 (2001) 77–93); 17-оксипрогестерон (1)  удается 
превратить исключительно в 6-окси производное 17-
оксипрогестерона (2) 
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ТРАНСФОРМАЦИЯ 
СТЕРОИДОВ

• В синтезе гидрокортизона, кортизона и 
преднизолона ключевым соединением является так 
называемое «вещество S Рейхштейна», которое 
является, в свою очередь, продуктом модификации 
моноацетата «вещества R» с помощью культуры 
Corynebacterium mediolanum 

210



БИОТРАНСФОРМАЦИЯ
Реакция Субстрат Продукт Микроор-

ганизм
11α-гидро-
ксилирование

Прогестерон 11α-гидроксипро-
гестерон

Rhizopus 
nigricans

11β-гидро-
ксилирование

Вещество S Гидрокортизон Curvularia 
lunata

16α-гидро-
ксилирование

9α-фторкор-
тизол

9α-фтор-16α-
гидроксикортизон

Streptomyces 
roseochro-moge
nus

1,2-дегидри-
рование

Гидрокортизон Преднизолон Arthrobacter 
simplex

Расщепление 
боковой цепи

β-ситостерин Андростадиендион 
и (или) андростен-
дион

Mycobacte-riu
m spp.
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БИОТРАНСФОРМАЦИЯ 
УГЛЕВОДОВ

• Высокая специфичность ферментов позволяет осуществлять 
ювелирную модификацию сложных соединений с множеством 
однотипных функциональных групп. Примером могут служить 
реакции в ряду углеводов.

Acetobacter suboxidans 
окисляет D-сорбит в 
L-сорбозу весьма 
специфично, без 
каких-либо побочных 
продуктов. Сорбоза 
далее используется в 
химическом синтезе 
аскорбиновой 
кислоты. 
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ФОРМЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
ФЕРМЕНТОВ

• Применение ферментов как 
компонентов гомогенной реакционной 
смеси наименее выгодно, поскольку не 
допускает повторного использования 
фермента: выделять его из реакционной 
смеси нецелесообразно из-за больших 
затрат и неминуемых потерь
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ФОРМЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
ФЕРМЕНТОВ

• Наиболее часто ферменты используются в 
иммобилизованном состоянии

• Иммобилизация – ограничение подвижности 
фермента – достигается различными способами

Основные преимущества 
иммобилизованных ферментов:

• Повышенная стабильность иммобилизованных 
ферментов по сравнению с «растворимыми»;

• Простота отделения фермента в активном 
состоянии от остальной реакционной смеси и 
возможность многократного использования;

• Возможность организации непрерывного 
процесса. 
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ФОРМЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
ФЕРМЕНТОВ

Требования к  МАТРИЦЕ (Дж. Порат, 1974)
• Высокая химическая и биологическая 

стойкость
• Высокая механическая прочность
• Достаточная проницаемость для 

ферментов и субстратов, высокая 
удельная поверхность, высокая емкость, 
пористость
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ФОРМЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
ФЕРМЕНТОВ

Требования  к МАТРИЦЕ (продолжение):
• Возможность получения в удобном для 

технологического применения виде (гранулы, 
мембраны, трубы, волокна и пр.);

• Простота перевода в реакционно-способное 
состояние;

• Высокая гидрофильность – для проведения 
взаимодействия с ферментом в водной среде;

• Относительно невысокая стоимость.
Матриц, полностью отвечающих всем 

требованиям, нет
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ФОРМЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
ФЕРМЕНТОВ

В качестве матриц 
используют обычно 
природные полимеры, 
чаще всего – 
полисахариды:

• Целлюлоза и ее 
производные;

• Декстран и его 
производные;

• Агароза и ее 
производные;

Декстран
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ФОРМЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
ФЕРМЕНТОВ

• В качестве матриц 
могут 
использоваться 
синтетические 
полимеры и 
силоксановые 
неорганические 
матрицы

218



ФОРМЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
ФЕРМЕНТОВ

• Для ковалентной 
иммобилизации 
ферментов матрицы 
необходимо 
активировать: 
ввести в их состав 
функциональные 
группы, к которым 
далее можно 
присоединять 
ферменты
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ФЕРМЕНТЫ В 
ТЕХНОЛОГИИ

• Объем производства глюкозо-фруктозных 
сиропов в мире составляет около 15 млн. т  в 
год.

• Сущность процесса заключается в 
последовательной обработке крахмала тремя 
ферментами:

• α – амилазой (ожижение или декстринизация 
крахмала);

• глюкоамилазой – осахаривание  (гидролиз до 
глюкозы);

• глюкозоизомеразой – изомеризация глюкозы 
во фруктозу.
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ФЕРМЕНТЫ В 
ТЕХНОЛОГИИ

• Схема строения 
молекулы 
амилопектина:

•       α- амилаза; 
•       глюкоамилаза; 
•       пуллуланаза
Стрелками показаны 

точки расщепления 
крахмала разными 
ферментами;

Пуллуланаза – фермент,
катализирующий 

гидролиз в точках 
ветвления.

Структура разветвленного 
компонента крахмала – 
амилопектин;
Амилоза – линейный 
полимер глюкозы.
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ФЕРМЕНТЫ В ТЕХНОЛОГИИ
Основные технологические параметры стадий 

переработки крахмала

рН Температура Время контакта

Ожижение 
(декстриниза-
ция)

6,0–6
,5 

104–107оС (1-я 
стадия)
94–97оС (2-я 
стадия)

5–8 мин

90–120 мин

Осахаривание 4,0–4
,4 60–62оС  65–75 час 

Изомеризация 7,5–8
,2 55–65оС 0,5–4 часа
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ФЕРМЕНТЫ В 
ТЕХНОЛОГИИ

Принципиальная схема 
непрерывного процесса 
получения глюкозы 
ферментативным гидролизом 
крахмала после ожижения: 

1 – резервуар фермента; 2 – 
резервуар субстрата; 3 – реактор 
для ожижения крахмала; 4 – 
колонна с иммобилизованной 
глюкоамилазой; 5 – выпарная 
установка; стрелками показаны 
вход и выход теплоносителя и 
направления материальных 
потоков субстрата и 
промежуточных продуктов 
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ФЕРМЕНТЫ В ТЕХНОЛОГИИ
• Непрерывные технологические процессы 

наиболее удобны и экономичны.
• Стационарный режим позволяет тратить 

меньше усилий на обслуживание процесса и 
подготовку аппаратуры, допускает 
непрерывный контроль за соблюдением 
параметров процесса

• Подобная технология удобна для 
использования ферментов, поскольку фермент 
постоянно находится в контакте с субстратами, 
которые, как правило, стабилизируют фермент, 
повышая при этом срок его жизни. 
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ФЕРМЕНТЫ В ТЕХНОЛОГИИ
• Дизайн непрерывного процесса более сложен:
• Необходимо четко рассчитывать режимы 

протока реагентов, чтобы обеспечить 
необходимое время контакта субстрата с 
ферментом. В рассматриваемом случае мы 
должны совместить существенно 
отличающиеся времена обработки субстрата 
разными ферментами и, к тому же ввести 
промежуточные устройства для изменения 
температуры и рН раствора, поскольку эти 
параметры также сильно отличаются для 
разных ферментов. 
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ФЕРМЕНТЫ В ТЕХНОЛОГИИ

Нерастворимая
кристаллическая
целлюлоза

Эндоглюканаза

Частично 
деградированная 
нерастворимая 
целлюлоза

Целлобиогидролаза Экзоглюкозидаза

ГлюкозаЦеллобиоза 

Принципиальная схема ферментативной 
переработки целлюлозосодержащего сырья
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ФЕРМЕНТЫ В ТЕХНОЛОГИИ
Синтетические применения 
трансгликозилаз:  

Синтез трегалозы из крахмала. 
Гликозилтрансфераза 
катализирует изомеризацию в 
гликозидном центре. Амилаза 
гидролизует крахмал, но 
остатки трегалозы не 
расщепляет (α-1,1-
гликозидная связь)

Применение трегалозы: как 
стабилизатор пищевых 
продуктов, косметических 
средств и медицинских 
препаратов. 
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РЕАКЦИИ ПЕРЕНОСА 
АЦИЛЬНЫХ ГРУПП

• Реакции с переносом ацильных остатков 
катализируют липазы, эстеразы, амидазы, 
протеазы. 
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РАВНОВЕСИЕ В РЕАКЦИЯХ 
ГИДРОЛИЗА

• Выражение для 
константы 
равновесия 
записано справа. 

• ci – концентрации 
исходных веществ 
и продуктов,

• cw – концентрация 
воды
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РЕАКЦИИ ПЕРЕНОСА 
АЦИЛЬНЫХ ГРУПП

• При использовании в задачах по 
синтезу различных соединений речь 
идет обычно о реакциях 
переацилирования:

•
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РЕАКЦИИ ПЕРЕНОСА 
АЦИЛЬНЫХ ГРУПП

• В таких реакциях G0  обычно 
близко к 0, а константа равновесия, 
соответственно, близка к 1. 

• Однако, если реакция проводится в 
водной среде, то параллельно 
протекающая реакция гидролиза 
преобладает из-за высокой 
концентрации воды.
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ПЕРЕНОС АЦИЛЬНЫХ ГРУПП

• Для достижения эффективного 
переацилирования реакции 
проводят в системах с пониженным 
содержанием воды или в 
двухфазных системах. При этом 
концентрация воды в системе 
понижается, и равновесие может 
сдвинуться в желаемую сторону. 
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ПЕРЕНОС АЦИЛЬНЫХ ГРУПП

• Компоненты 
реакционной смеси в 
двухфазной системе 
распределяются 
между жидкими 
фазами в 
соответствии с 
коэффициентами 
распределения
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ПЕРЕНОС АЦИЛЬНЫХ ГРУПП

• Пусть коэффициенты распределения 
исходных веществ и продукта реакции 
подчиняются условию:

• В этом случае Кbp>>Kw, равновесие 
смещается в сторону синтеза
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СИНТЕЗ АСПАРТАМА

 

N-замещенный  
L- аспартат 

- L-фенилаланина  
Метиловый эфир  

Метиловый эфир

 
 

D-фенилаланина

 

Термолизин 

O 

O - NHR 

O 

NH 
CH 

CH2 O 

O CH3 
+  

- D-фенилаланина 
Метиловый эфир 
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ПРИМЕРЫ РЕГИОСЕЛЕКТИВНОСТИ 
ФЕРМЕНТОВ

     Модификация β - лактамных антибиотиков

Боковая цепь 6-аминопенициллановая кислота

β-лактамное 
кольцо

Тиазолидиновое 
кольцо 236



ПРИМЕРЫ РЕГИОСЕЛЕКТИВНОСТИ 
ФЕРМЕНТОВ

Близкие по 
свойствам 
гидроксильные 
группы;

модифицировать 
нужно лишь одну

С помощью липазы 1 
группу, которая в 
продукте должна 
остаться свободной 
временно 
«защищают»
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ПРИМЕРЫ РЕГИОСЕЛЕКТИВНОСТИ 
ФЕРМЕНТОВ

«Защищенный» 
полупродукт 
обрабатывают 
другим ферментом и 
модифицируют 
другую 
гидроксильную 
группу.

Теперь нужно 
освободиться от 
«защиты», которую 
ввели временно.
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ПРИМЕРЫ РЕГИОСЕЛЕКТИВНОСТИ 
ФЕРМЕНТОВ

После трех 
обработок 
разными по 
специфичности 
ферментами 
получаем 
конечный 
продукт с 
модифицирован-
ной в нужном 
положении 
гидроксильной 
группой 239



СИНТЕЗ ПОЛИМЕРОВ

Продукты – биодеградируемые полимерные 
упаковочные материалы 
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РАЗДЕЛЕНИЕ 
СТЕРЕОИЗОМЕРОВ

• Свободная кислота 2 является 
синтетическим предшественником для 
многих биологически активных веществ. 
Получен вариант фермента Pseudomonas 
aeruginosa, с ее 81% в пользу S– изомера. 
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ОКСИДОРЕДУКТАЗЫ 
• Оксидоредуктазы – один из наиболее 

широко представленных и 
разнообразных классов ферментов

• Поскольку окислительно-
восстановительные реакции 
сопряжены с переносом электронов, 
ферменты требуют кофакторов

• Разнообразие кофакторов, 
используемых оксидо-редуктазами, 
весьма велико.
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ОКСИДОРЕДУКТАЗЫ 

• Кофакторы оксидоредуктаз:
Никотинамидные коферменты (ферменты 

группы дегидрогеназ);
Флавиновые коферменты и 

простетические группы (оксидазы);
Гемы (пероксидазы, цитохромы и т.п.);
Хиноны;
Комплексы железа.
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РЕАКЦИИ С УЧАСТИЕМ 
ОКСИДОРЕДУКТАЗ

• В биохимических циклах оксидоредуктазы 
катализируют процессы, связанные с 
окислительно-восстановительными процессами 
в обмене веществ

• Способность ферментов этого класса к 
реакциям с переносом электронов 
обусловливает образование различных форм 
активного кислорода, которые способны 
окислять различные субстраты
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NAD+/NADH

+ H+ , + e- - H+ , - e-

Кофактором дегидрогеназ 
является никотинамид- аденин 
динуклеотид.

Вверху изображена его 
окисленная форма, внизу - 
восстановленная
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FAD/FADH2

+ 2H+ , + 2e-

- 2H+ , - 2e-

Кофактором многих оксидоредуктаз являются 
производные рибофлавина, например 
флавинадениндинуклеотид.

Слева изображена его окисленная форма, справа – 
восстановленная. 246



FMN/FMNH2

+ 2H+ , + 2e-

- 2H+ , - 2e-

Другой флавиновый кофактор оксидоредуктаз - 
флавинмононуклеотид.

Слева изображена его окисленная форма, справа – 
восстановленная.
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ХИНОИДНЫЕ КОФАКТОРЫ

Примеры структур некоторых хиноидных кофакторов 
оксидоредуктаз

Видно, что некоторые из них встроены в полипептидные 
цепи белков



ХИНОИДНЫЕ КОФАКТОРЫ

Восстановленные формы кофактора PQQ



РЕАКЦИИ С УЧАСТИЕМ 
ОКСИДОРЕДУКТАЗ

• Окислительное бромирование 
вератрилового спирта, катализируемое 
пероксидазой соевых бобов (ПСБ)

250



Реакция Байера-Виллигера

Окисление фенхона (5) до фенхолидов (6) и (7) – 
пример стереоспецифичности оксидоредуктаз. 
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РЕГЕНЕРАЦИЯ КОФАКТОРОВ

• Все кофакторы представляют собой 
достаточно сложные органические 
соединения, стоимость их весьма высока. 
В реакции они расходуются в 
стехиометрических количествах, так что 
использование их как обычных 
компонентов реакционной смеси 
экономически нецелесообразно.

• В организме кофакторы используются 
весьма рационально, тем более, что с 
одним и тем же кофактором могут 
работать различные ферменты. 
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РЕГЕНЕРАЦИЯ КОФАКТОРОВ

• Разные реакции, протекающие в организме с 
использованием одного и того же кофактора, 
используют его в различных направлениях, : в 
одной реакции кофактор окисляется, в другой – 
восстанавливается. Иными словами, 
происходит постоянная регенерация 
кофактора.  

• Для обеспечения экономики процесса при 
применении в качестве катализатора 
изолированного фермента также необходимо 
создавать условия для регенерации кофакторов 
и строить для этого специальные системы.
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Регенерация NADH 

формиатдегидрогеназой

триметилпируват L-трет-лейцин
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ТРАНСФЕРАЗЫ

• Трансферазы – класс ферментов, 
катализирующих перенос различных 
групп атомов

• Как и в случае оксидоредуктаз, 
ферменты этого класса катализируют 
большое разнообразие реакций и 
группируются по многим подклассам и 
подподклассам
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КОФАКТОРЫ ТРАНСФЕРАЗ

• АТФ и другие нуклеозидтрифосфаты – 
для фосфотрансфераз

• Фосфаты пиридоксаля и пиридоксамина 
– для аминотрансфераз 

• S-аденозилметионин (перенос 
метильных групп)

• Биотин – для карбоксилаз (перенос 
карбоксильных групп)  
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РЕАКЦИИ ОБМЕНА

• Фермент катализирует замещение 
группы атомов в соединении на 
другую, близкую по структуре и 
функциям

• Продукт – другое соединение того 
же ряда

• Показательны примеры в ряду 
нуклеотидов
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СИНТЕЗ НУКЛЕОЗИДОВ 
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СИНТЕЗ НУКЛЕОТИДОВ
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НАПРАВЛЕНИЯ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
РЕАКЦИЙ ОБМЕНА В РЯДУ 

НУКЛЕИНОВЫХ ПРОИЗВОДНЫХ
• Синтез изотопно меченных 

нуклеотидов и нуклеозидов из 
меченых оснований и сахаров

• Синтез нуклеотидов с неприродными 
основаниями и углеводными 
компонентами
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СИНТЕЗ 
НУКЛЕОЗИДПОЛИФОСФАТОВ

• Нуклеозидполифосфаты являются 
важными метаболитами живых 
организмов

• АТФ используется в медицине в 
качестве лекарственного средства в 
кардиологии

• Нуклеозидтрифосфаты – важные 
компоненты систем синтеза 
генетического материала
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СИНТЕЗ 
НУКЛЕОЗИДПОЛИФОСФАТОВ

Исходными продуктами для этих 
реакций являются нуклеозидмоно-
фосфаты: 

Схема превращений:
NMP + ATP    →  NDP + ADP 
нуклеозидмонофосфаткиназы
NDP + ATP →  NTP + ADP
нуклеозиддифосфаткиназа 
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СИНТЕЗ 
НУКЛЕОЗИДПОЛИФОСФАТОВ
Здесь снова возникает проблема 

использования дорогих исходных 
продуктов – нуклеозидтрифосфатов – 
в стехиометрических количествах.

АТФ в таких реакциях выступает в 
качестве кофактора.
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РЕГЕНЕРАЦИЯ АТФ В СИНТЕЗЕ 
НУКЛЕОЗИДТРИФОСФАТОВ

Источник всех ферментов – один мультиферментный препарат264



Проблема 
совместимости групп 
крови при операциях 
переливания крови 
часто решается 
затруднительно из-за 
несоответствия групп 
крови донора и 
реципиента. Сущность 
проблемы – наличие 
антител к углеводным 
эпитопам определенной 
структуры.

Группа крови Антитела Антиген Совместимость 
 А(III) Анти-В А А, О
В(II) Анти-А B В,О

АВ(IV) - А,В AB
О (I) Анти-А, Анти-В - О



ЛИАЗЫ

Присоединение аммиака или воды происходит 
строго стереоспецифично: образуются чистые           
L-изомеры 266



ЛИАЗЫ: СИНТЕЗ 
АМИНОКИСЛОТ

Исходные субстраты Фермент L-аминокислота
Фумарат аммония Аспартатаммиак-

лиаза 
Аспарагиновая кислота

Аммониевая соль коричной 
кислоты

Фенилаланин-
аммиаклиаза

Фенилаланин 

Фенол, пируват аммония Тирозин-фенол лиаза Тирозин 

Пирокатехин, пируват 
аммония

Тирозинаммиаклиаза 2,4-диоксифенилаланин

Индол, пируват аммония Триптофан-индол-
лиаза 

Триптофан 

5-оксииндол, пируват 
аммония

Триптофан-индол-
лиаза

5-окситриптофан
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ИСТОЧНИКИ ФЕРМЕНТОВ

• Ферменты – необходимые компоненты 
любой живой системы, поскольку лишь 
с их участием возможно протекание 
биохимических реакций жизненного 
цикла.

• Учитывая колоссальное разнообразие 
таких реакций, мы можем лишь 
догадываться о разнообразии 
ферментов, необходимых для их 
осуществления. 
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ИСТОЧНИКИ ФЕРМЕНТОВ
• Среди живых организмов наиболее 

распространены микроорганизмы, которые 
обитают в исключительно широком диапазоне 
условий, что обусловливает и разнообразие 
ферментов, которые могут быть найдены в 
микроорганизмах.

• В связи с этим поиск ферментов в качестве 
катализаторов определенных реакций 
наиболее часто осуществляется среди 
микроорганизмов, которые и являются 
наиболее распространенными источниками и 
продуцентами ферментов.
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ИСТОЧНИКИ ФЕРМЕНТОВ

• Существует несколько различных способов 
поиска ферментов в микроорганизмах.

• Наиболее простым из них является добавление 
субстрата в питательную среду при 
культивировании микроорганизмов и 
отслеживание изменения концентрации 
субстрата по ходу роста культуры.

• Такой способ является классическим, однако он 
применим не всегда, поскольку подавляющее 
число (по разным оценкам от 80 до 99%) 
природных микроорганизмов в культуру не 
переходят. 
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ИСТОЧНИКИ ФЕРМЕНТОВ
• В связи с этим приходится прибегать к иным 

способам поиска ферментов, основанным на 
достижениях современной молекулярной 
биологии, биоинформатики и генной инженерии.

• Одним из них является «раскопки метагеномов». 
Этим термином обозначают тотальную ДНК, 
выделенную из образца окружающей среды путем 
прямой экстракции. 

• Полученная тотальная ДНК содержит 
генетическую информацию о всех белках, так что в 
принципе существует возможность извлечь из нее 
большинство генов в индивидуальном состоянии. 

• Manuel Ferrer, Francisco Martínez-Abarca and Peter N Golyshin. Mining genomes and 
‘metagenomes’ for novel catalysts//Current Opinion in Biotechnology 2005, 16:588–593
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• Понятие идеального биокатализатора 
имеет разный смысл для биохимика и 
для биотехнолога. 

• Биохимик обычно оперирует 
каталитической эффективностью – 
соотношением kcat /KM

• Для биотехнолога важно преодоление 
ряда ограничений, свойственных 
производственному процессу

ИДЕАЛЬНЫЕ 
БИОКАТАЛИЗАТОРЫ
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• Эти ограничения обусловлены 
специфическими свойствами субстратов, 
продуктов, типом реакции и условиями 
ее протекания. 

• Таким образом, для определенных 
процессов можно четко определить 
набор свойств катализатора, которые 
составляют идеал для данного процесса, 
обобщения для конструирования 
процессов вообще могут быть 
сформулированы лишь в самом общем 
виде.

ИДЕАЛЬНЫЕ 
БИОКАТАЛИЗАТОРЫ
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• Ферменты “настроены” на определенные 
субстраты, встречающиеся в системе 
метаболизма живых организмов

• Промышленные технологии используют 
исходные продукты, не встречающиеся в 
живой природе

• Часто возникает необходимость “подстройки” 
ферментов к использованию “незнакомых” 
субстратов – ДИЗАЙНА биокатализаторов 

НЕКОТОРЫЕ НЕУДОБСТВА 
ФЕРМЕНТОВ
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ДИЗАЙН 
БИОКАТАЛИЗАТОРОВ

• Основные подходы к модификации и 
дизайну биокатализаторов:

• Молекулярная эволюция ферментов;
• Конструирование каталитически 

активных антител (абзимов);
• Разработка каталитически активных 

нуклеиновых кислот (рибозимов)
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МОЛЕКУЛЯРНАЯ 
ЭВОЛЮЦИЯ ФЕРМЕНТОВ

• Под термином “молекулярная эволюция 
ферментов” подразумевается 
модификация генов ферментов и 
последующая селекция вариантов, в 
которых аминокислотные замены 
привели к улучшению свойств 
фермента в заданном направлении

• Модификацию гена можно производить, 
направленно меняя природу 
аминокислоты в одном заданном участке 
белковой цепи, либо довериться случаю, 
создав для этого необходимые условия
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КАК МОДИФИЦИРУЮТ ГЕНЫ

• Современные знания о роли 
отдельных аминокислотных остатков 
в формировании структуры белка 
недостаточны для предсказания 
эффекта замены аминокислоты на 
функции белка

• Именно по этой причине методы 
ввода случайных мутаций оказались 
более универсальными
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НАПРАВЛЕНИЯ 
“ПОДСТРОЙКИ” ФЕРМЕНТОВ

• Повышение термостабильности ферментов
• Повышение устойчивости к органическим 

растворителям
• Изменение рН – оптимума
• Изменение специфичности к субстрату
• Повышение или изменение 

стереоселективности
• Адаптация к условиям суперпродукции при 

получение рекомбинантных ферментов
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ЭВОЛЮЦИЯ В ПРОБИРКЕ
• Широкое распространение в работах по 

получению отдельных фрагментов 
генетического материала получила 
полимеразная цепная реакция (ПЦР). 

• Многие термофильные полимеразы, 
используемые в ПЦР, менее точны, чем 
мезофильные.

• Это оказалось возможным использовать для 
введения случайных мутаций (нуклеотидных 
замен) в копии генов.

• Так возникла идея «управляемой» эволюции».
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УПРАВЛЯЕМАЯ ЭВОЛЮЦИЯ

• Гены, кодирующие белки с 
одинаковыми функциями, 
встречаются в разных организмах; 
свойства белков из разных 
источников отличаются

Библиотека родственных генов из разных 
организмов
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УПРАВЛЯЕМАЯ 
ЭВОЛЮЦИЯ

•  «Отжиг» с праймером

• Кратковременная ПЦР с ошибками
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УПРАВЛЯЕМАЯ ЭВОЛЮЦИЯ

• После многократного повторения цикла 
отжиг – ПЦР – денатурация получается 
библиотека «мозаичных» генов с 
мутациями:
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СЕЛЕКЦИЯ ВАРИАНТОВ С 
ЖЕЛАЕМЫМИ СВОЙСТВАМИ

• Всякая эволюция предполагает отбор 
из множества вариантов таких, 
которые в наибольшей степени 
соответствуют окружающим условиям

• Для модификации свойств фермента 
в каждом случае конструируют схему 
селекции в заданном направлении 
путем создания условий, в которых 
изменение свойств проявляется явно
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СЕЛЕКЦИЯ ВАРИАНТОВ
• Систему селекции необходимо «изобретать» в 

каждом конкретном случае:
• При отборе термостабильных вариантов отбор 

ведется на способность катализировать 
реакцию при повышенной температуре;

• При отборе вариантов с модифицированным 
рН-оптимумом отбор проводится по 
способности осуществлять реакцию при 
желательном рН;

• При модификации субстратной 
специфичности отбирают варианты, способные 
катализировать превращения целевых 
субстратов.
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ЭВОЛЮЦИЯ 
ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТИ

• Протеолитический фермент субтилизин S41 из 
психрофильного штамма теряет активность при  
65ºС за несколько минут.

• За три раунда ПЦР-мутагенеза  получен вариант со 
временем полуинактивации, в 500 раз 
превышающим параметр фермента дикого типа; 
еще пять раундов позволили дополнительно 
повысить время полуинактивации в 2,4 раза – всего 
в 1200 раз по сравнению с исходным ферментом. В 
последнем обнаружена замена D216E, не 
встречающаяся ни в одном из известных вариантов 
фермента. Замена близка к нейтральной, однако 
заметно сказывается на свойствах фермента. 
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ЭВОЛЮЦИЯ 
ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТИ

• Повышение активности термофильных 
ферментов при умеренных температурах – 
часто встречающаяся задача. Для 
глюкозоизомеразы – фермента, широко 
используемого в промышленном производстве 
глюкозо-фруктозных сиропов,  эту задачу 
удалось решить. Мутации локализованы на 
удалении от каталитического центра и участка 
связывания металлов.

• Anna Lönn, Márk Gárdonyi, Willem van Zyl, Bärbel Hahn-Hägerdal and 
Ricardo Cordero Otero. Cold adaptation of xylose isomerase from Thermus 
thermophilus through random PCR mutagenesis. Gene cloning and protein 
characterization//Eur. J. Biochem. 269, 157-163 (2002)
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РЕЗУЛЬТАТЫ УПРАВЛЯЕМОЙ 
ЭВОЛЮЦИИ ГЛЮКОЗОИЗОМЕРАЗЫ

В результате случайной замены F186S изменился 
размер кармана для связывания субстрата
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АДАПТАЦИЯ К ФИЗИКО-
ХИМИЧЕСКИМ УСЛОВИЯМ

• При использовании ферментов в 
органическом синтезе возникает 
проблема  устойчивости ферментов в 
присутствии органических 
растворителей. Методами молекулярной 
эволюции получены варианты 
субтилизина, сохраняющие активность в 
85%-ном диметилформамиде и 
имеющие более удобный оптимум рН. 

J.E. Ness et al. Nat. Biotech., 17, 893, (1999)
L. You et al. Protein Engng., 9, 77 (1996)
H. Zhao et al. Protein Engng., 12, 47 (1999)
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МОДИФИКАЦИЯ СУБСТРАТНОЙ 
СПЕЦИФИЧНОСТИ

• Для расширения круга используемых 
субстратов аспартатаминотрансферазу 
подвергли модификации путем молекулярной 
эволюции гена. Фермент дикого типа наиболее 
активен с кислыми субстратами, слабо активен 
с ароматическими 2-кето- и -аминокислотами и 
субстратами с разветвлениями в β-положении 
боковой цепи. За пять раундов “перетасовки” 
гена получены варианты с повышенной в 105 

раз активностью по отношению к β-
разветвленным субстратам.

 
T. Yano et al. PNAS, 95, pp 5511-5515 (1998)
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МОДИФИКАЦИЯ СУБСТРАТНОЙ 
СПЕЦИФИЧНОСТИ (АСТ)
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МОДИФИКАЦИЯ СУБСТРАТНОЙ 
СПЕЦИФИЧНОСТИ

     Модификация β - лактамных 
антибиотиков
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МОДИФИКАЦИЯ СУБСТРАТНОЙ 
СПЕЦИФИЧНОСТИ

• Глутарилацилаза Pseudomonas SY-77 
используется при удалении боковой цепи 
антибиотиков цефалоспоринового ряда для 
последующего получения полусинтетических 
антибиотиков. Фермент дикого типа слабо 
активен при удалении остатков адипиновой 
кислоты.

• Методами молекулярной эволюции получен 
вариант с повышенной в 10 раз способностью к 
удалению адипиновой кислоты.

Ch.F. Sio et al. Eur. J. Biochem. 269, 4495 (2002)

292



МОДИФИКАЦИЯ 
СТЕРЕОСЕЛЕКТИВНОСТИ
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КАТАЛИТИЧЕСКИ АКТИВНЫЕ 
АНТИТЕЛА (АБЗИМЫ)

• Помимо использования природных 
катализаторов – ферментов возможно 
создание катализаторов путем их 
конструирования под определенные 
реакции.

• Это направление развилось с момента 
появления идеи создания каталитически 
активных антител - абзимов
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АБЗИМЫ
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АНТИГЕННЫЕ 
ДЕТЕРМИНАНТЫ

• Антигены представляют собой высокополимерные 
соединения (белки, полисахариды, нуклеиновые 
кислоты и т.п.)

• В ответ на их введение в организм образуются антитела – 
иммуноглобулины.

• Иммуноглобулины взаимодействую не со всей 
молекулой антигена, а с определенными ее фрагментами 
– антигенными детерминантами, так что в итоге 
образуется смесь иммуноглобулинов, каждый из которых 
специфичен к своей антигенной детерминанте. Эту смесь 
называют поликлональной сывороткой.
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АНТИГЕННЫЕ 
ДЕТЕРМИНАНТЫ

• Путем химической модификации антигена можно 
создавать новые антигенные детерминанты, на которые 
при иммунизации также будут возникать 
специфические иммуноглобулины.

• Если образовавшуюся при этом сыворотку ввести во 
взаимодействие с немодифицированным антигеном, 
образуется иммунопреципитат – осадок, в котором будет 
содержаться исходный антиген и иммуноглобулины, 
специфичные к антигенным детерминантам 
немодифицированного антигена. Иммуноглобулины, 
специфичные к вновь созданной антигенной 
детерминанте, останутся в растворе. 

• Химическое соединение, которым проведена 
модификация антигена с целью формирования новой 
антигенной детерминанты, называют гаптеном. 
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АБЗИМЫ

Конструирование 
абзима – «Дильс-
альдеразы»

I -структура гаптена
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МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ

• Микробиологический синтез поддается 
«конфигурированию» с целью 
обеспечения продукции определенных 
метаболитов как конечных продуктов 
биотехнологического процесса.

• Одним из путей «конфигурирования» 
является новое направление 
биотехнологии, сформировавшееся в 
последнее десятилетие: метаболическая 
инженерия.
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МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ
• Под термином «метаболическая инженерия» 

понимают направленные улучшения свойств 
продуцентов, достигаемые на основе 
совместного использования теоретического 
анализа биохимической информации и 
применения генной инженерии

• Этот подход состоит из двух частей:
• (i) аналитический блок, имеющий дело с 

анализом клеток с целью идентификации 
наиболее перспективных мишеней для 
генетических манипуляций;

• (ii) генетическая инженерия клеток, в ходе 
которой конструируются клетки с желаемыми 
генетическими модификациями
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МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ
• Основные задачи метаболической 

инженерии:
• Расширение круга субстратов; 
• Улучшение продуктивности и выхода 

продукта;
• Устранение побочных продуктов;
• Повышение производительности 

процесса;
• Улучшение свойств клеток;
• Расширение круга продуктов, включая 

продукцию гетерологичных белков.
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МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ
• Главным отличием метаболической 

инженерии от классической прикладной 
молекулярной биологии является 
направленный подход. Это означает 
необходимость твердых знаний системы, 
предполагаемой к использованию 

• Таким образом, метаболическая инженерия 
состоит из двух этапов:

• Подробный анализ клеточной системы 
(аналитическая часть) 

• Конструирование рекомбинантного штамма 
(синтетическая часть)
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МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ
Организм Свойство или 

продукт
Достижения 

Aspergillus 
nidulans

Повышенная 
скорость роста

Суперпродукция глицеральдегид-3-фосфат 
дегидрогеназы

Clostridium 
acetobutilicum

Продукция 
ацетона и 
бутанола

Сверхэкспрессия ацетоацетат декарбоксилазы и 
фосфотрансбутирилазы приводит к усилению 

образования ацетона и бутанола

E. coli Продукция 
этанола

Встройка генов из Z. mobilis в хромосому E. coli 
приводит к повышению их стабильности и 

повышению выхода этанола

E. coli Продукция 1,3-
пропандиола

Введение в E. coli регулона dha K. pneumoniae 
приводит к продукции 1,3-пропандиола

S. cerevisiae Продукция 
молочной 
кислоты

Экспрессия в дрожжах гена мышечной ЛДГ 
приводит к существенному усилению продукции 

молочной кислоты (до 20 г/л и 11 г/л/ч)

S. cerevisiae Продукция 
ксилита

Введение гена ксилозоредуктазы из Pichia pastoris 
приводит к созданию продуцента ксилита
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МИКРОБНОЕ ВЫЩЕЛАЧИВАНИЕ
• Микробное выщелачивание – экономичный метод извлечения металлов из 

обедненных руд. Две тысячи лет назад микробное выщелачивание меди  в 
виде сульфата путем «цементации» было известно как в Европе, так и в 
Китае (Fossi, 1990): 

• CuSO4+Fe0⇨Cu0 + FeSO4.
• Тогда еще не знали, что за солюбилизацию металлов из сульфидных руд 

ответственны микроорганизмы: 
• MS+ 2O2⇨MSO4 

• (Torma, 1977), где М – двухвалентный металл. В настоящее время известно, 
что в этом участвуют ацидофильные или железо бактерии, окисляющие 
серу или ион двухвалентного железа: Thiobacillus ferrooxidans (и железо, и 
сера), T. thiooxidans (сера), Leptospirillum ferrooxidans (железо), и, возможно, 
другие (Fossi, 1990; Rawlings and Silver, 1995). Примеры металлов, 
экстрагированных микробным выщелачиванием, представляет медь из 
халькопирита (4CuFeS2 + 17O2 + 2H2SO4 ⇨ 4CuSO4 + 2Fe2(SO4)3+2H2O) 

• или из ковеллита (CuS + 2O2⇨ CuSO4), уран из уранинита 
• (UO2 + 2Fe3+ ⇨UO2

2 + + 2Fe2 +, 2Fe2+ + 1/2O2+2H+ ⇨2Fe3 + +H2O), 
• и золото из золотоносного арсенопирита 
• (2FeAsS + 7O2 +2H2O ⇨ 2FeAsO4 + 2H2SO4). В процессе выщелачивания урана  

окислителем является ион Fe3+, вклад бактерий – непрямой: регенерация 
Fe3+ из Fe2+ путем окисления. 
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МИКРОБНОЕ ВЫЩЕЛАЧИВАНИЕ

• Многие из этих микроорганизмов являются 
крайними ацидофилами: растут при рН 1,2; 0,65.

• При окислении элементарной серы получается 
серная кислота:

• S8 + 12 O2  + 8H2O   ⇨  8H2SO4 
• Процессы выщелачивания часто ведут на отвалах 

пород. Засев бактерий обычно не требуется, 
поскольку они там есть. Для протекания 
окислительных процессов необходим кислород. В 
отвалы погружают трубы с отверстиями, через 
которые продувают воздух.
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МИКРОБНОЕ 
ВЫЩЕЛАЧИВАНИЕ

• Таким способом добывают медь из 
обедненных руд. Из отвалов после 
выщелачивания вытекают растворы, 
содержащие 0,75 – 2,2 г меди в 1 литре. 
Эти растворы направляют в отстойники. 
Медь из этих растворов получают либо 
осаждением с использованием железа, 
либо экстракцией растворителями в 
виде комплексных соединений.
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МИКРОБНОЕ 
ВЫЩЕЛАЧИВАНИЕ

• Процессы микробного выщелачивания 
отвалов еще требуют оптимизации и 
дополнительного изучения влияния на 
их ход различных факторов 
(температура и ее колебания, рН, 
концентрация кислорода, наличие и 
природа аборигенных 
микроорганизмов, их совместимость с 
интродуцируемыми 
микроорганизмами)
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МИКРОБНОЕ 
ВЫЩЕЛАЧИВАНИЕ

• Способность микроорганизмов извлекать из 
окружающей среды различные металлы используется 
в технологии биологической очистки сточных вод (в 
том числе рудничных).

• Многие микроорганизмы способны селективно 
связывать определенные ионы, что может быть 
использовано для концентрирования металлов в виде 
биомассы этих микроорганизмов. 

• Известно, например, что ионы калия могут 
накапливаться в бактериальной клетке в 
концентрациях до 0,2М при содержании их в среде 
0,00001М.
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МИКРОБНОЕ 
ВЫЩЕЛАЧИВАНИЕ

• Многие микроорганизмы способны метилировать 
ртуть, превращая ее в летучие производные 
(диметилртуть), очищая при этом от ртути 
окружающую среду. В летучие формы переходят 
также мышьяк, селен, теллур.

• Металлы могут связываться с продуктами 
метаболизма микроорганизмов и попадать в ил. В 
частности, такое осаждение происходит путем 
образования сернистых соединений металлов за счет 
связывания с сероводородом, образуемым 
сульфатредуцирующими бактериями. Не исключено, 
что таким образом в течение геологических периодов 
формировались рудные месторождения железа 
(пирит) и меди (халькопирит). Возможно получение и 
элементарной серы.
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МИКРОБНОЕ 
ВЫЩЕЛАЧИВАНИЕ

• Некоторые металлы, связываясь с продуктами 
микроорганизмов, образуют комплексные 
соединения, которые могут проникать в 
клетку и накапливаться там – 
внутриклеточное накопление металлов. 

• В других случаях ионы металлов связываются 
с компонентами клеточной стенки 
микроорганизмов и  накапливаются на 
поверхности клетки – внеклеточное 
накопление металлов. В этом случае часто 
удается легко отделить связанный металл от 
клеток и использовать клетки повторно.
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МИКРОБНОЕ 
ВЫЩЕЛАЧИВАНИЕ

Электронная микрофотография 
Pseudomonas aeruginosa, 
демонстрирующая 
внутриклеточное накопление урана 
(х27000) – по данным G.W. 
Strandberg, Oak Ridge National 
Laboratory. 

Скопировано из:

Биотехнология. Принципы и 
применение. И. Хиггинс, Д. Бест, 
Дж. Джонс, ред. М.: МИР, 1988 
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МИКРОБНОЕ 
ВЫЩЕЛАЧИВАНИЕ

Электронная микрофотография 
Saccharomyces cerevisiae NRRL 
Y2574, демонстрирующая 
накопление урана на 
поверхности клеток (х35000) – по 
данным G.W. Strandberg, Oak 
Ridge National Laboratory. 

Скопировано из:

Биотехнология. Принципы и 
применение. И. Хиггинс, Д. Бест, 
Дж. Джонс, ред. М.: МИР, 1988
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БИОКОРРОЗИЯ
• Многие микроорганизмы связываются с поверхостями 

в окружающей среде и существуют в виде биопленок. 
• Жизнедеятельность этих микроорганизмов приводит 

к образованию кислот, сероводорода, аммиака, 
которые могут реагировать с поверхностью, например, 
металла и вызывать появление ржавчины, 
растворение металла на поверхности и переход его в 
раствор – коррозию металлических поверхностей.

• Подобным же явлениям подвержены и камни, в 
частности – строительные конструкции.
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БИОКОРРОЗИЯ
• Атомно-силовая 

микрофотография 14-дневной 
биопленки, образованной 
морской сульфат-
редуцирующей бактерией 
Desulfovibrio alaskensis  на 
поверхности из нержавеющей 
стали

• (а) видны частицы сульфида 
железа (FeS), распределенные 
по поверхности стали;

• (b) эти частицы весьма тесно 
контактируют с 
бактериальными клетками и 
внеклеточными 
полимерными веществами 
(EPS - extra cellular polymer 
particles), секретируемыми 
клетками. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
• Микроорганизмы широко распространены в 

природе и являются активными игроками в 
окружающей среде

• Их можно использовать для нужд человечества – 
для борьбы с загрязнениями окружающей среды, 
для улучшения качества окружающей среды, для 
создания на их основе новых технологий, 
дружественных к окружающей среде.

• С ними нужно бороться, когда микроорганизмы 
наносят повреждения технологическим 
устройствам, однако эта борьба не должна 
сопровождаться уничтожением микрофлоры.

ДА ЗДРАВСТВУЕТ РАЗУМ!!!
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ВОПРОСЫ К СЕМИНАРУ
1. Распространенность микроорганизмов в природе
2. Роль микроорганизмов в биосфере 
3. Основы систематики микроорганизмов, методы 

типирования микроорганизмов
4. Основные представления о структуре микробной 

клетки
5. Типы питания микроорганизмов
6. Микробные сообщества; межвидовые взаимоотношения 

между участниками микробного сообщества
7. Методы анализа структуры микробных сообществ
8. Генетический обмен «по горизонтали»
9. Биодеградация основных типов поллютантов

10. Биодеградация ароматических поллютантов
11. Биодеградация галогенорганических соединений
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ВОПРОСЫ К СЕМИНАРУ 2
1. Примеры использования ферментов в технологии
2.  Классификация ферментов
3. Основные преимущества ферментов как катализаторов
4. Основы технологии получения ферментов
5. Основные понятия специфичности ферментов; подходы к 

управлению специфичностью ферментов
6. Формы применения ферментов. Иммобилизованные ферменты
7. Процессы биотрансформации
8. Промышленные технологические процессы с применением 

ферментов
9. Ферментативные реакции в неводных («маловодных») системах

10. Регенерация кофакторов
11. Дизайн  биокатализаторов; абзимы, рибозимы
12. Биокоррозия и биоаккумуляция
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