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АННОТАЦИЯ

Введение. В настоящее время в силу условий дефицита ценных питательных нутриентов 
разработка технологий безотходного или малоотходного производства новых продуктов 
на основе побочных продуктов переработки зерна вызывают особый интерес. В результа- 
те переработки зерна пшеницы образуется значительное количество пшеничных отрубей, 
которые представляют интерес не только в качестве компонентов кормовых субстанций, 
пищевого сырья, но и вторичного сырья для получения ряда полезных для человека сое- 
динений различной химической природы и функционального назначения. Согласно лите- 
ратурным источникам, в отрубях содержатся белки, витамины и пищевые волокна, которые 
являются субстратами для аборигенной микрофлоры. В условиях влажности, отличной от 
нормируемой для хранения пшеничных отрубей, развиваются микроорганизмы, которые в 
основном изучались на предмет безопасности. Однако многие представители аборигенной 
микрофлоры пшеничных отрубей представляют интерес в качестве потенциальных про- 
мышленных продуцентов пищевых микроингредиентов и биологически активных веществ. 

Цели. Исследовать аборигенную микрофлору пшеничных отрубей и выделить изоляты, 
представляющие интерес в качестве потенциальных промышленных продуцентов. По 
данному направлению информация в литературных источниках освещает в основном 
таксономическую принадлежность микробиома отрубей, поэтому исследование биосин- 
тетической способности его представителей актуально.

Материалы и методы. Для идентифицированных микроорганизмов был проведен поиск 
данных из литературных источников о микроорганизмах, которые обладают биотехно- 
логическим потенциалом. Для изучения микрофлоры пшеничных диетических отрубей 
повышенной влажности (более 7%) проводили 2, 5 и 7-суточные ферментации в шей- 
кере-инкубаторе глубинным способом; для получения микробных изолятов применяли 
методы поверхностного и глубинного культивирования на плотной агаризованной среде. 

Результаты. Полученные чистые культуры идентифицировали методом секвенирова- 
ния по гену 16sрРНК. Названия микроорганизмов определяли с помощью сайта BLAST. 
Среди идентифицированных 16 культур преобладали 7 культур при 7-суточной фер- 
ментации, далее 6 культур при 5-суточной ферментации. Значительно меньше культур 
выявлено при 2-суточной ферментации (3 культуры). Данные результаты, предположи- 
тельно, свидетельствуют о том, что выявленные в результате 2-суточной ферментации 
микроорганизмы выделяют метаболиты, которые являются субстратом для остальных 
микроорганизмов.

Выводы. В результате проведенных исследований идентифицированы бактериальные 
изоляты пшеничных отрубей Arthrobacter agilis, Acinetobacter radioresistens, Rhizobium 
leguminosarum, Kocuria rhizopila, в том числе, пробиотические — представители рода 
Enterococcus, перспективные для применения в качестве промышленных продуцентов 
полезных метаболитов, в частности, ферментов, красящих веществ, органических кислот 
для применения в пищевой отрасли, сельском хозяйстве, медицине.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА
пшеничные диетические отруби, аборигенная микрофлора, повышенная влажность, 
продуцент, биотехнологический потенциал
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Svetosav I. Loskutov

ABSTRACT

Background. At present, due to the conditions of deficiency of valuable nutrients, the de­
velopment of technologies for the waste-free or low-waste production of new products 
based on by-products of grain processing is of particular interest. As a result of wheat grain 
processing, a significant amount of wheat bran is formed, which are of interest not only as 
components of feed substances, food raw materials, but also secondary raw materials for 
obtaining a number of compounds of various chemical nature and functional purposes 
useful for humans. According to literary sources, bran contains proteins, vitamins and die­
tary fiber, which are substrates for native microflora. In conditions of humidity other than 
normalized for the storage of wheat bran, microorganisms develop, which were mainly 
studied for safety. However, many representatives of the native microflora of wheat bran 
are of interest as potential industrial producers of food micro-ingredients and biologically 
active substances.

Purpose. To study the native microflora of wheat bran and identify isolates that are of inter­
est as potential industrial producers. In this area, information in the literature covers mainly 
the taxonomic affiliation of the bran microbiome, so the study of the biosynthetic ability of 
its representatives is relevant.

Materials and Methods. For the identified microorganisms, a search was made for data 
from the literature on microorganisms that have biotechnological potential. In the course 
of research, the moisture content of wheat dietary bran was determined according to GOST 
9404-88. To study the microflora of wheat dietary bran with high humidity (more than 7%), 
2, 5 and 7-day fermentations were carried out in a shaker-incubator using the deep method; 
to obtain microbial isolates, the methods of surface and deep cultivation on a dense agar 
medium were used.

Results. The resulting pure cultures were identified by sequencing for the 16srRNA gene. 
The names of microorganisms were determined using the BLAST site. Among the identified 
16 cultures, 7 cultures with a 7-day fermentation prevailed, followed by 6 cultures with a 
5-day fermentation. Significantly fewer cultures were detected during 2-day fermentation 
(3 cultures). These results presumably indicate that the microorganisms identified as a re­
sult of 2-day fermentation secrete metabolites, which are a substrate for other microor­
ganisms.

Conclusions. As a result of the research, bacterial isolates of wheat bran Arthrobacter agilis, 
Acinetobacter radioresistens, Rhizobium leguminosarum, Kocuria rhizopila, including probiotic 
representatives of the genus Enterococcus, were identified, promising for use as industrial 
producers of useful metabolites, in particular, enzymes, dyes, organic acids for use in the 
food industry, agriculture, medicine.

KEYWORDS
dietary wheat bran, native microflora, high humidity, producer, biotechnological potential
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БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ И МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ

ВВЕДЕНИЕ

Микроорганизмы, составляющие естественную 
микрофлору вторичного пищевого и сельскохо- 
зяйственного сырья (отруби, жмых, шрот, дробина 
и др.), которое в основном утилизируется в каче- 
стве компонентов кормовых добавок, представля- 
ют интерес в качестве потенциальных продуцентов 
промышленного значения. Адаптируясь к субстрат- 
ному составу вторичного сырья для роста и разви- 
тия, эти микроорганизмы, в зависимости от окру- 
жающих условий, могут синтезировать соединения 
со свойствами, которые позволят присвоить им 
статус пищевых и биологически активных добавок.

Доступная информация о микроорганизмах, раз- 
вивающихся на отрубях, жмыхах и др., носит в ос- 
новном общий характер и не несет прикладного 
значения. Известны данные об использовании ука- 
занного выше вторичного сырья для культивиро- 
вания различных индивидуальных, искусственно 
«внесенных» микроорганизмов, которые являются 
штаммами-продуцентами, выделенными из дру- 
гих сред. Научный и практический интерес пред- 
ставляет изучение аборигенных микроорганизмов, 
составляющих естественную микрофлору вторич- 
ного сырья, и их консорциума с использованием ге- 
нетических методов исследований. Подобного рода 
исследования известны по направлению создания 
комбикормов и биоудобрений (Ефимова & Удало- 
ва, 2011; Yan, 2020; Котляров & Сединина, 2014).

Из зернового сырья, распространенного на терри- 
тории РФ и производимого в больших масштабах, 
к экономически важной сельскохозяйственной 
культуре относится пшеница. В настоящее время 
её доля составляет 27 % на мировом рынке зерна 
(Хромова, 2019).

Первое место среди побочных продуктов муко- 
мольного производства занимают пшеничные от- 
руби (Хромова, 2019). В состав пшеничных отру- 
бей при переработке зерна в муку переходит 93,4 
% клетчатки, 74,2 % минеральных веществ, 62,3 % 
липидов и 27,8 % белка (Конева, 2011). Химическим 
составом пшеничных отрубей обусловлено их при- 
менение в производстве хлебобулочных изделий 
с низким гликемическим индексом, пробиотиче- 
ских продуктов с высокой питательной ценностью 

(Конева, 2011; Radenkovs et al., 2013). Допустимая 
массовая доля влажности для диетических отрубей 
во избежание размножения болезнетворных бак- 
терий и плесневых грибов по ГОСТ Р 53496–20091 
составляет не более 7 %. При повышенной влажно- 
сти наблюдается развитие аборигенной микрофло- 
ры. Микрофлора пшеничных отрубей представле- 
на в основном бактериальным консорциумом, где 
преобладает Erwiniaher bicola (Ильяшник, 2011). 
Встречаются спорообразующие бактерии Bacillus 
mesentericus и Bacillus mycoides, являющиеся актив- 
ными продуцентами амилаз и целлюлаз. Идентифи- 
цированные и распространенные патогенные ми- 
кроорганизмы, в частности Xanthоmonas campestris, 
вызывающая бактериальную полосу на листьях. 
В то же время данная культура является промыш- 
ленным продуцентом широко применяемого за- 
густителя (пищевой добавки Е415) — ксантановой 
камеди (Осовская и соавт., 2021). Выявленная куль- 
тура Pseudomonas syringae вызывает бактериальный 
ожог листьев, а род Corynebacterium spp.– желтую 
гниль початков, морщинистость или скрученность 
листьев (Radenkovs et al., 2013). В то же время, из- 
вестен штамм Corynebacterium glutamicum B — 11167 
— продуцент лизина (Роганина, 2017; Сиротин и со- 
авт., 2012).

1 ГОСТ Р 53496–2009. (2019). Отруби пшеничные и ржаные диетические. Технические условия. М.: Стандартинформ.

По сравнению с бактериальной микрофлорой среди 
мицелиальных грибов в пшеничных отрубях пре- 
обладают 4 рода: Aspergillus spp., Alternaria. spp., 
Penicillium spp., Fusarium spp. (Ильяшник и соавт., 
2011; Осовская и соавт., 2021). Следует отметить, 
что Aspergillus avamori, несмотря на принадлежность 
к умеренно опасным микроорганизмам, является 
продуцентом глюканаз (Espinheira et al., 2022).

Ранее нами по результатам микробиологических 
исследований было показано, что в диетических 
пшеничных отрубях присутствует более 40 видов 
бактериальных культур (Свердлова и соавт., 2021). 
Однако только по морфологическим признакам не- 
возможно достоверно классифицировать микроор- 
ганизмы, поэтому необходимо применение гене- 
тических методов для идентификации выявленных 
бактерий.

Целью работы является идентификация выяв- 
ленных микроорганизмов с использованием ге- 
нетических приемов в совокупности с изучением 
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Идентификация аборигенной микрофлоры пшеничных отрубей:
Бактериальные изоляты — потенциальные промышленные продуценты О. П. Свердлова и соавт.

морфологических свойств бактериальных изоля- 
тов аборигенной микрофлоры пшеничных диети- 
ческих отрубей повышенной влажности и поиск 
микроорганизмов — потенциальных продуцентов 
промышленно полезных веществ.

МАТЕРИАЛЫ
И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы

Объектами исследования в ходе выполнения ра- 
боты являлись диетические пшеничные отруби 
пищевого назначения рассыпные (партия отру- 
бей АО «Петербургский мельничный комбинат», 
г. Санкт-Петербург) и колонии микроорганизмов, 
выделенные в результате ферментации пшенич- 
ных отрубей.

Оборудование

Шейкер-инкубатор Multitron PRO (Швейцария), 
спектрофотометр Shimadzu UV-1800 (Япония), 
термостат DaihanLabtech LIB-M (Южная Корея), 
сухожаровой шкаф DaihanLabtech LDO-Е (Южная 
Корея), лабораторная центрифуга MPW-251 (США), 
ламинарный бокс биологической безопасности 
ESCO Streamline® II класса (Сингапур), лабора- 
торные весы AND GR-200 (Япония), лабораторная 
центрифуга EppendorfCentrifuge 5418 (Германия), 
термошейкерEppendorfThermoMixer C (Германия), 
вортекс универсальный IKA Lab dancer (Германия).

Инструменты

Для выделения ДНК использовали набор реаген- 
тов «Сорб-ГМО-Б» (ЗАО «Синтол», Россия). После 
выделения ДНК проводили ПЦР и колонии микро- 
организмов идентифицировали методом секвени- 
рования по Сенглерупо гену 16s рРНК. Названия 
микроорганизмов определяли с помощью сайта 
BLAST2.

2 BLAST. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
3 ГОСТ 9404–88. (2007). Мука и отруби. Метод определения влажности. М.: Стандартинформ.

Методы

Влажность пшеничных диетических отрубей опре- 
деляли по ГОСТ 9404–883 с использованием сухо- 
жарового шкафа DaihanLabtech LDO-Е (Южная Ко- 
рея). Колонии микроорганизмов получали методом 
поверхностного культивирования разведенных су- 
спензий на мясо-пептонном агаре (МПА) (Лабин- 
ская и соавт., 2004).

Процедура исследования

Для проведения ферментации в 3 стерильные ка- 
чалочные колбы вместимостью 750 см3 добавляли 
по 10 ± 1 г пшеничных отрубей и 200 см3 стерильной 
воды. Пшеничные отруби взвешивали на лабора- 
торных весах ANDGR-200 (Япония). Колбы с содер- 
жимым помещали на 2, 5 и 7 сут для ферментации 
отрубей под действием аборигенной (собственной) 
микрофлоры в шейкере-инкубаторе Multitron PRO 
(Швейцария) при температуре 37 ± 1 ºС и скорости 
вращения платформы шейкера 200 об/мин. С со- 
ответствующей периодичностью отбирали куль- 
туральную жидкость и центрифугировали (лабо- 
раторная центрифуга MPW-251 (США)) в течение 
10 мин при скорости вращения ротора 6000 об/мин.

Колонии микроорганизмов получали методом 
поверхностного культивирования на МПА (ООО 
НИЦФ, Россия). Высев на чашки проводили в ла- 
минарном боксе II класса биологической безопас- 
ности ESCO Streamline® (Сингапур). После центри- 
фугирования супернатант разводили в 100, 1000 
и 10 000 раз. Надосадочную жидкость соответству- 
ющего разведения в количестве 100 мкл добавляли 
в чашку Петри с МПА. Посев проводили в двух по- 
вторностях и в трёх распределениях. Разведенную 
надосадочную жидкость по среде распределяли 
шпателем Дригальского и тем же шпателем рас- 
пределяли остатки смыва в остальные две чашки. 
Чашки Петри помещали в термостат DaihanLabtech 
LIB-M (Южная Корея) при температуре 37 ± 1 ºС 
на 3 суток.

Также колонии микроорганизмов получали мето- 
дом глубинного культивирования. Надосадочную 
жидкость соответствующего разведения в количе- 
стве 100 мкл помещали в чашку Петри и заливали 
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МПА. Посев проводили в двух повторностях. Чашки 
помещали в термостат DaihanLabtech LIB-M (Юж- 
ная Корея) при температуре 37 ± 1 ºС на 3 суток.

После культивирования исследовали морфологию 
каждой культуры. Описание колоний представлено 
в таблице 1 (см. Результаты и их обсуждение).

Далее для выделения ДНК микроорганизма с по- 
следующей идентификации по гену 16s рРНК вы- 
явленную колонию пересевали в отдельную чашку 
с МПА. Чашки помещали в термостат DaihanLabtech 
LIB-M (Южная Корея) при температуре 28 ± 1 ºС 
на 3 суток.

Если после культивирования вырастало слишком 
мало колоний для выделения ДНК, то готовили 1 
см3 смыва с колониями и добавляли в пробирку с 15 
см3 LB-среды. LB-среда состоит из: 20 г триптона 
(VWR Chemicals, США), 10 г дрожжевого экстракта 
микрогранулированного (Bio Springer, Франция), 
20 г NaCl (АО ЛенРеактив, Россия), 1 дм3дистилли- 
рованной воды. Пробирки с культурами помещали 
в шейкер-инкубатор Multitron PRO (Швейцария) 
при температуре 37 ± 1 ºС и скорости вращения 
платформы шейкера 200 об/мин на 16–17 часов. Да- 
лее измеряли оптическую плотность среды с куль- 
турами на спектрофотометре Shimadzu UV-1800 
(Япония) при длине волны 600 нм, чтобы удосто- 
вериться в нужном количестве клеток для последу- 
ющей идентификации. Если оптическая плотность 
среды была меньше 0.6, то пробирки с культурами 
помещали в термостат DaihanLabtech LIB-M (Юж- 
ная Корея) на 17 ч при температуре 19 ± 1 ºС и по- 
вторно проверяли оптическую плотность.

Для выделения ДНК использовали набор реа- 
гентов из пищевых продуктов, растительного 
сырья и кормов «Сорб-ГМО-Б» (ЗАО «Синтол», 
Россия). Для проведения некоторых операций 
по протоколу набора использовали термошей- 
керEppendorfThermoMixerC (Германия), лабора- 
торную центрифугу EppendorfCentrifuge 5418 (Гер- 
мания) и вортекс универсальный IKA Lab dancer 
(Германия). Колонии микроорганизмов иденти- 
фицировали методом секвенирования по Сенглеру 
по гену 16S. Выделение ДНК проводилось на базе 
Всероссийского научно-исследовательского инсти- 

тута пищевых добавок (ВНИИПД), а постановка ПЦР 
и секвенирование по Сенглеру — на базе Всероссий- 
ского научно-исследовательского института сель- 
скохозяйственной микробиологии (ВНИИСХМ). На- 
звание микроорганизмов определяли с помощью 
сайта BLAST4.

4 BLAST. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
5 ГОСТ Р 53496–2009. (2019). Отруби пшеничные и ржаные диетические. Технические условия. М.: Стандартинформ.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Целью данных исследований являлось выделение 
из пшеничных отрубей аборигенных бактериаль- 
ных изолятов, представляющих интерес в каче- 
стве потенциальных промышленных продуцентов 
ингредиентов, полезных для человека и живот- 
ных. Данные о видовой принадлежности и свой- 
ствах идентифицированных культур представлены 
в подсекциях «Литературные данные об отдель- 
ных представителях выявленных таксонов», «Осо- 
бенности роста выявленных культур Acinetobacter 
radioresistens и Arthrobacter agilis».

Поскольку исследуемые пшеничные отруби имеют 
рассыпную форму, которая обладает способностью 
быстро впитывать влагу по сравнению с гранулиро- 
ванной формой, в условиях повышенной влажности 
окружающей среды в процессе хранения может из- 
меняться такой нормируемый показатель качества 
данного вида сырья, как «массовая доля влаги». 
Числовое значение данного показателя позволяет 
оценить количественный состав микроорганизмов 
изучаемого сырья и предположить возможность 
его изменения наряду с качественным разнообра- 
зием аборигенной микрофлоры, поскольку влаж- 
ная среда благоприятна для развития микробных 
таксонов, в том числе не культивируемых. В ре- 
зультате хранения отрубей при влажности в толще 
слоя выше 13 % более месяца рост численности ми- 
крофлоры с увеличением этого показателя может 
увеличиться в 10–300 раз, поэтому на первом этапе 
исследований определяли показатель влажности 
в исследуемой партии пшеничных отрубей. Полу- 
ченное значение показателя превысило норматив- 
ные требования практически в 2 раза и составило 
14 ± 2 % (не более 7 %, ГОСТ Р 53496–20095). На 
основании результатов опыта сделано предполо- 
жение, что спектр аборигенной микрофлоры изу- 
чаемого сырья более разнообразен по сравнению 

https://doi.org/10.36107/spfp.2022.294 82 ХИПС №3 | 2022

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://doi.org/10.36107/spfp.2022.294


Идентификация аборигенной микрофлоры пшеничных отрубей:
Бактериальные изоляты — потенциальные промышленные продуценты О. П. Свердлова и соавт.

с отрубями со стандартной влажностью. Выска- 
занное предположение подтверждено на практике 
в результате ферментации партии отрубей в кача- 
лочных колбах и высева на плотную агаризованную 
среду МПА (см. Процедура исследования). Выявлен 
спектр бактериальных культур, преимущественно 
аэробов, проявляющих рост в различные периоды 
культивирования в глубинных условиях. Иденти- 
фикация изолятов, полученных из культуральной 
жидкости, проведенная методом секвенирования 

по Сенглеру по гену 16S (см. Процедура исследова- 
ния), позволила отнести микроорганизмы к семей- 
ствам Micrococcaceae, Moraxellaceae, Rhizobiaceae. 
Выявленная аборигенная микрофлора исследуе- 
мых отрубей характеризуется видовым разнообра- 
зием. Идентифицированные культуры различают- 
ся по морфологическим признакам (Таблица 1).

Для оценки возможности использования иден- 
тифицированных культур в качестве потенци- 

Морфология колоний идентифицированных микроорганизмов
Таблица 1

Размер 
колонии, мм Цвет Профиль Прозрачность Край Структура Название культуры

2 сутки ферментации

4,5 Светло-серый Выпуклая +/- Ровный Однородная 
блестящая

Acinetobacter radioresistens

2,5 Красная Выпуклая - Ровный
Однородная 
блестящая

Arthrobacter agilis

3 Бесцветная Вогнутая + Ровный
Однородная 
блестящая

Enterococcus sp.

5 сутки ферментации

2 Серый Вогнутая + Ровный
неоднородная 
блестящая

Enterococcus faecium

3 Желтый Выпуклая - Неровный Однородная 
блестящая

Rhizobium leguminosarum

5 Коричневый Выпуклая + Неровный
Однородная 
блестящая

Enterobacter cloacae

2 Светло-серый Вогнутая + Ровный
Однородная 
блестящая

Kocuria rhizophila

3 Желто-оранжевый Выпуклая + Ровный
однородная 
блестящая

Enterococcu smundtii

7 сутки ферментации

4 Белый Выпуклая - Неровный
Однородная 
блестящая

Staphylococcus warneri

1 Белый Выпуклая - Ровный
Однородная 
блестящая

Kocuria rhizophila

3 Молочный Вогнутая - Ровный Однородная 
блестящая

Acinetobacter radioresistens

7 Желтый Выпуклая + Неровный
Однородная 
блестящая

Enterobacter cloacae

3 — Выпуклая + Ровный
однородная 
блестящая

Enterococcus sp.

30 Бледно-Желтый Ровная + Неровный
неоднородная 
блестящая

Atlantibacter hermannii

4 Бледно-пшеничный Вогнутая + Неровный
неоднородная 
блестящая

Enterococcus hirae
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альных промышленных продуцентов проведен 
информационный поиск, который выявил ряд 
интересных биосинтетических свойств различ- 
ных штаммов.

Литературные данные об отдельных 
представителях выявленных таксонов

Ниже представлены фотографии, иллюстрирующие 
рост идентифицированных в ходе проведенного 
эксперимента бактериальных изолятов на среде 
МПА, и информация об известных штаммах-про- 
дуцентах с выявленной таксономической принад- 
лежностью.

На Рисунке 1 представлены колонии Rhizobium 
leguminosarum.

Rhizobium leguminosarum — грамотрицательная 
подвижная палочковидная азотофиксирующая 
бактерия из семейства Rhizobiaceae. Не только 
обладает симбиотическими связями с бобовы- 
ми, но и стимулирует рост рапса, томатов и са- 
лата (Благова и др., 2015; Вершинина и др., 2013). 
Rhizobium leguminosarum интересна как продуцент 
экзополисахаридов (ЭПС) и в качестве сырья ис- 
пользует промышленные сточные воды (Sellami 
et al., 2015). Сами ЭПС применяют в случаях за- 
грязнения почв тяжелыми металлами, используя 
микроорганизмы и растения для восстановле- 
ния биологической активности экосистемы (Вер- 
шинина и др., 2020). В сфере экологии Rhizobium 
leguminosarum обладает потенциалом в удалении 

трёхвалентного и шестивалентного хрома в про- 
мышленных сточных водах (Raaman et al., 2012).

На Рисунке 2 представлена Kocuria rhizophila.

Kocuria rhizophila — почвенная грамположительная 
палочка семейства Micrococcaceae. До реклассифи- 
кации имела название Micrococcus luteus (Tang & 
Patrick, 2003). При росте на плотных средах фор- 
мируются гладкие выпуклые колонии желтого цве- 
та диаметром 3–5 мм. Обладает высокой протео- 
литической, кератинолитической активностями. 
Поэтому обладает высоким потенциалом в биоде- 
градации куриных перьев с целью получения ами- 
нокислот (Wojciech et al., 2015; Wojciech et al., 2018). 
Так как является условно патогенным микроорга- 
низмом, то используется как эталонный штамм 
в фармацевтике и пищевой отрасли на проверку 
качества сред и продуктов (Wojciech et al., 2018).

На Рисунке 3 представлены колонии Acinetobacter 
radioresistens.

Acinetobacter radioresistens — грамотрицатель- 
ная строго аэробная не ферментирующая, ката- 
лазопозитивная бактерия-прототроф семейства 
Moraxellaceae (Чеботарь и др., 2014). Растет на про- 
стых средах, и при росте на плотных средах образу- 
ются выпуклые гладкие колонии диаметром 2–3 мм 
бледно-желтого цвета. Обладает высокой липазной 
активностью, что позволяет использовать синте- 
зируемые ею липазы в качестве компонентов по- 
верхностно-активных препаратов для моющих 
средств. Благодаря универсальной метаболической

Рисунок 1
Колонии Rhizobium leguminosarum, 
среда МПА

Рисунок 2
Колонии Kocuria rhizophil, среда МПА

Рисунок 3
Колонии Acinetobacter radioresistens, 
среда МПА
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Рисунок 4
Колонии Arthrobacter agilis, растущие на МПА (1), LB среде (3), LB среде без NaCl (5) при температуре 28 оС, и пигментообразо- 
вание на МПА (2), LB среде (4), LB среде без NaCl (6) при температуре 4 оС

активности, Acinetobacter radioresistens синтезирует 
полиуретаназу, расщепляющую полиуретан, и фе- 
нолгидроксилазу, используя фенол в качестве един- 
ственного источника углерода (Чеботарь и др., 2014). 
Штаммы Acinetobacter radioresistens BКПM-В-2838 
и Acinetobacter radioresistens BКПM-B-5064 входят 
в состав биопрепарата по очистке почвы от нефти 
и нефтепродуктов6.

6 Байсангуров, Э. К., Бекузарова, С. А., Салбиева, З. И., Хестанов, А. А., & Кайтмазова, Д. Б. (2005). РФ Патент № 2343667. Способ био- 
логической защиты растений картофеля. Владикавказ: Владикавказский институт управления.

Особый интерес Acinetobacter radioresistens вызывает 
в сфере нанотехнологии. Acinetobacter radioresistens 
эффективно синтезирует в среде Мейнелла нано- 
частицы серебра, обладающие бактерицидными 
и ранозаживляющими свойствами. Наночастицы 
серебра ингибируют рост таких болезнетворных 
бактерий как Staphylococcus saprophyticus (возбу- 
дитель инфекций мочевыделительных органов) 
и Salmonella typhimurium (возбудитель брюшного 
тифа). Способность к формированию наночастиц 
в супернатанте имеет защитный эффект, так как 
продуцент более устойчив к собственным наноча- 

стицам, чем к ионам серебра (Лобанова, 2020; На- 
хаева, 2018).

На Рисунке 4 представлены колонии Arthrobacter 
agilis.

Arthrobacter agilis — грамположительная аэроб- 
ная бактерия семейства Micrococcaceae. Относит- 
ся к психротрофам и растет при низких темпера- 
турах с образованием пигмента — каротиноидов. 
Может продуцировать холодоактивные фермен- 
ты, такие как липаза, амилаза, протеаза, хитиназа 
и β-галактозидаза (Ram et al., 2016). Дополнитель- 
но Arthrobacter agilis интересна как продуцент ин- 
дол-3-уксусной кислоты, применяемый в сельском 
хозяйстве как гормон роста для растений (Ozdal 
et al., 2017a) и диметилгексадециламин, ингиби- 
рующий рост фитопатогенных грибов (Velázquez- 
Becerra et al., 2013). В пищевой промышленности 
интересен как продуцент натурального красите- 
ля — бета-каротина (Ozdal et al., 2017b).
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Особенности роста выявленных культур
Acinetobacter radioresistens и Arthrobacter agilis

В ходе проведенных исследований было отмечено, 
что культура Acinetobacter radioresistens благотворно 
влияет на рост бактерии Arthrobacter agilis и ускоря- 
ет процесс накопления каротиноидов. Ниже, на Ри- 
сунке 5 представлены отдельно растущие колонии 
Acinetobacter radioresistens (1), Arthrobacter agilis (2) 
и продемонстрирован совместный их рост на ага- 
ризованной среде LB (3) с (см. Процедура исследо- 
вания).

Следует отметить, что характер роста культу- 
ры Arthrobacter agilis без бактерии Acinetobacter 
radioresistens на плотных питательных средах с ва- 
рьированием концентрации соли и температур- 
ного режима культивирования различается. Так, 
на агаризованной среде LB без NaCl (Рисунки 4(5 ) 
и 5(1)), при температуре 28оС рост культуры сред- 
ний, пигментообразование четко выражено. На 
той же среде с NaCl (Рисунок 4(3 )) при той же тем- 
пературе рост средний, единичный, цвет коло- 
ний не насыщенный. При температуре культиви- 
рования 28 ± 1 ºС на МПА (см. Рисунок 4(1 )) рост 
слабый, колонии проявляются при длительном 
культивировании (более 10 суток), цвет при тем- 
пературе 4оС практически не изменился (Рисунок 
4(2)).

Можно предположить, что метаболиты, синтезиру- 
емые культурой Acinetobacter radioresistens, являют- 
ся субстратами для развития Arthrobacter agilis. Для 
подтверждения высказанного предположения не- 
обходимо провести ряд экспериментов по культи- 
вированию Acinetobacter radioresistens и Arthrobacter 
agilis на жидких средах различного состава глубин- 
ным способом и изучить химический состав куль- 
туральной жидкости.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты, в отличие от известных 
данных о микробиологическом составе пшенич- 
ных отрубей, в основном обсуждаемом с точки 
зрения отрицательного воздействия на показате- 
ли качества сырья в процессе хранения, позволя- 
ют рассматривать аборигенные таксоны в качестве 
потенциальных продуцентов полезных ингреди- 
ентов. Многие идентифицированные в изучае- 
мом образце пшеничных отрубей бактериальные 
культуры представляют практический интерес 
для разработки технологий пищевых и кормовых 
добавок при ферментации пшеничных отрубей 
под действием как одного собственного изолята, 
так и консорциума аборигенных микроорганиз- 
мов. Выявленное взаимовлияние продуктов обмен- 
ных процессов культур Acinetobacter radioresistens 

Рисунок 5
Отдельно растущие колонии Arthrobacter agilis (1 ), Acinetobacter radioresistens (2 ) и их совместный рост на чашке Петри (3 ) 
с агаризованной средой LB без NaCl при температуре 28оС
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и Arthrobacter agilis, заключающееся в биосинте- 
зе субстратов одним видом бактерии для роста 
и развития другого вида, можно рассматривать как 
результат цепного механизма инициации роста 
не культивируемых микроорганизмов.

Пшеничные отруби как источник потенциальных 
промышленных микробных продуцентов пище- 
вых микроингредиентов и биологически актив- 
ных веществ практически не изучен. Известная 
информация об их микробиологическом составе 
дает представление о возможных путях заражения 
сырья при хранении и механизмах развития пато- 
генной микрофлоры, в основном грибного проис- 
хождения (Radenkovs et al., 2013; Чеботарь и соавт., 
2014). Данные о бактериальной микрофлоре более 
доступны, но представляют в основном информа- 
ционный характер, констатирующий факт присут- 
ствия той, или иной культуры в пшеничных отру- 
бях (Radenkovs et al., 2013; Чеботарь и соавт., 2014; 
Ильяшник и соавт., 2011). Научный и практический 
интерес представляет изучение консорциума ми- 
кроорганизмов, составляющих естественную ми- 
крофлору вторичного сырья, с использованием ге- 
нетических методов исследований, направленных 
на изучение метагенома микробного консорциума 
и идентификацию его отдельных представителей. 
(Radenkovs et al., 2013). Применительно к пшенич- 
ным отрубям такого рода исследования единичны. 
Представленные в данной работе результаты по из- 
учению микробиологического состава пшеничных 
отрубей пищевого назначения показали, что по- 
вышение влажности в толще слоя сырья индуциру- 
ет рост и развитие микроорганизмов, в частности 
бактериальных культур. Идентифицированный 
качественный состав, как показали полученные 
результаты, отличается от данных других авто- 
ров, упоминающих в своих работах такие таксоны, 
как Erwiniaher bicola (Ильяшник и соавт., 2011), 
Bacillus mesentericus и Bacillus mycoides, Xanthоmonas 
campestris (Осовская и соавт., 2021), Pseudomonas 
syringae, Corynebacterium spp (Radenkovs et al., 2013; 
Роганина, 2017; Сиротин и соавт., 2012). В иссле- 
дуемой нами партии пшеничных отрубей пище- 
вого назначения выше представленные культуры 
не обнаружены. Идентифицированные нами изо- 
ляты являются представителями родов Arthrobacter, 
Acinetobacter, Rhizobium, Kocuria, а Enterococcus. Вы- 
явленное различие обусловлено сортом пшеницы, 

при переработке которой получены отруби, про- 
изводственными режимами, технологией обработ- 
ки, условиями перевозки и хранения и др. Превы- 
шение нормируемого показателя «массовая доля 
влаги»7 является одним из основных факторов, 
вызывающих развитие микрофлоры, в том числе 
посторонней, занесенной извне, при открытом до- 
ступе к партии отрубей после вскрытия упаковки 
и длительном хранении.

7 ГОСТ Р 53496–2009. (2019). Отруби пшеничные и ржаные диетические. Технические условия. М.: Стандартинформ.

Выявленные в исследуемых диетических пшенич- 
ных отрубях бактериальные культуры не упоми- 
наются в качестве микрофлоры, характерной для 
данного вида отхода мукомольных производств. 
По-видимому, известные данные, касающиеся ми- 
кробиологического состава пшеничных отрубей, 
относятся к их кормовой форме. Однако иденти- 
фицированная микрофлора может относится к не- 
культивируемой микрофлоре, то есть не проявля- 
ющей рост в процессе хранения при соблюдении 
нормативной влажности, но быстро развивающей- 
ся при ее повышении. В результате проведенных 
нами исследований выявлено, что в зависимости 
от длительности культивирования изучаемых пше- 
ничных отрубей глубинным способом качествен- 
ный и количественный состав микробного кон- 
сорциума изменяется. Так, качественный состав 
идентифицированной микрофлоры на 2, 5 и 7 сут. 
ферментации пшеничных отрубей варьирует (Та- 
блица 1). Среди выявленных 15 культур меньше 
всего культур проявили рост при 2-суточной фер- 
ментации (3 культуры). При 5-суточной фермен- 
тации проявили рост 5 культур, при 7-суточной 
ферментации — 7 культур. Представленную выше 
тенденцию, предположительно, можно обосновать 
так, что выявленные в результате 2-суточной фер- 
ментации микроорганизмы выделяют метаболи- 
ты, которые являются субстратами для остальных 
микроорганизмов, проявляющих рост значитель- 
но позже, при увеличении времени ферментации. 
Следует отметить, что некоторые морфологиче- 
ские свойства одних и тех же бактерий, иденти- 
фицированных в исследуемые периоды фермен- 
тации, отличаются (см. Таблицу 1), например, 
цвет колоний культур Acinetobacter radioresistens 
(2 и 7 сут.), Enterobacter cloacae (5 и 7 сут.), Kocuria 
rhizophila (5 и 7 сут.), профиль и прозрачность коло- 
ний Acinetobacter radioresistens (2 и 7 сут) и Kocuria 
rhizophila (5 и 7 сут).
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Интересна выявленная зависимость роста культуры 
Arthrobacter agilis при совместном культивировании 
с изолятом Acinetobacter radioresistens на питатель- 
ной среде LB без NaCl и при температуре 28оС (Ри- 
сунок 5). Использованная в экспериментах плот- 
ная питательная среда LB содержит существенно 
больше минеральной соли NaCl (Свердлова, 2021), 
чем МПА, и, возможно, при изменении темпера- 
турного режима присутствие соли сохраняет бак- 
териальную клетку от термошока и ответной реак- 
ции в виде пигментообразования не происходит. 
С практической точки зрения защитный эффект 
образования пигмента можно использовать для 
промышленного получения пищевого красящего 
вещества из группы каротиноидов. Из литератур- 
ных источников известно, что культура Arthrobacter 
agilis холодоустойчива (Ram et al., 2016; Ozdal et 
al., 2017a) и характерна для регионов с низкотем- 
пературными климатическими условиями. Воз- 
можно, что идентифицированная в исследуемой 
партии пшеничных отрубей бактерия Arthrobacter 
agilis изначально присутствовала в зерне обраба- 
тываемой пшеницы не исключено, что она попала 
в пшеничные отруби в результате переработки зер- 
на. Подобного рода информация известна из ряда 
работ, в которых упоминается возможность мигра- 
ции микроорганизмов с поверхности зерна на про- 
дукты его переработки (Ильяшник и соавт., 2011). 
Такое предположение применительно и к иденти- 
фицированной культуре Rhizobium leguminosarum, 
которая, по литературным источникам, синтези- 
рует ЭПС, применяемые для удаления тяжелых 
металлов и восстановления экосистемы (Sellami et 
al., 2015; Вершинина и соавт., 2020) и, возможно, 
использовалась для выращивания зерна пшеницы, 
при переработке которой получены исследуемые 
в данной работе отруби. Из бактерий, охарактери- 
зованных выше (см. «Литературные данные об от- 
дельных представителях выявленных таксонов»), 
выявленные культуры Acinetobacter radioresistens, 
по-видимому, обладают наиболее пластичной фер- 
ментной системой по сравнению с другими таксо- 
нами микробного консорциума изучаемых пше- 
ничных отрубей, поскольку клетки этой бактерии 
встречаются на протяжении всего биотехнологиче- 
ского процесса и, по литературным данным, она яв- 
ляется продуцентом гидролитических ферментов, 
в том числе и промышленного значения, например, 
липазы (Чеботарь и соавт., 2014). Другая культура, 
которая идентифицирована на 5–7 сут фермента- 
ции отрубей, Kocuria rhizophila, также является про- 

дуцентом гидролаз, таких как протеазы, кератина- 
зы (Wojciech et al., 2015; Wojciech et al., 2018).

Поскольку состав пшеничных отрубей включает 
углерод- и азотсодержащие вещества, являющи- 
еся субстратами для развития микроорганизмов, 
и важные микроэлементы, то, очевидно, что они 
обладают значительным биотехнологическим по- 
тенциалом в качестве сырья для получения про- 
мышленно важных микроорганизмов. В свою оче- 
редь эти микроорганизмы при усвоении субстратов 
при глубинной ферментации в разные временные 
периоды выделяют во внешнюю среду метаболиты, 
которые являются также промышленно важными 
веществами (ферменты, аминокислоты, витамины, 
экзополисахариды, биоактивные пептиды, феноль- 
ные соединения, антиоксиданты). Они же в опреде- 
ленных условиях проявляют себя как биологически 
ценные компоненты питательной среды для ро- 
ста микроорганизмов, не культивируемых в менее 
влажных условиях. В данных исследованиях это 
в основном представители Enterococcus (Таблица 
1), которые потребляют субстраты, выделенные 
на 2 сут ферментации пшеничных отрубей други- 
ми бактериями и являющиеся пробиотическими 
культурами.

По информационным источникам, общее количе- 
ство микроорганизмов в зерне составляет 2–3 млн 
на 1 г продукта, многие из которых встречаются 
в продуктах переработки зерна и, как показали 
представленные результаты, являются промыш- 
ленно полезными. Несмотря на то, что некоторые 
из выявленных бактериальных культур являются 
условно патогенными, многие из них обладают 
биотехнологическим потенциалом и являются объ- 
ектом исследований для разработки промышлен- 
ных технологий получения различных пищевых 
продуктов, пищевых добавок, технологических 
вспомогательных средств, биологически активных 
веществ.

Полученные результаты являются начальным зве- 
ном для развития такого биотехнологического 
направления как реализация продуктов перера- 
ботки пищевого и сельскохозяйственного сырья 
в качестве источника микробных продуцентов. Для 
получения более полного представления о каче- 
ственном и количественном разнообразии абори- 
генной микрофлоры необходимо расширить объём 
выборки исследуемого вторичного сырья, провести 
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метагеномные исследования и идентифицировать 
таксоны, установить механизмы взаимодействия 
выявленных таксонов на обменном уровне и меха- 
низмы биосинтеза ими полезных метаболитов, со- 
здать базу данных аборигенных микроорганизмов 
вторичного сырья, базу данных синтезируемых 
ими метаболитов, позволяющие целенаправленно 
подобрать штамм-продуцент и прогнозировать его 
продуктивность по конкретному веществу.

ВЫВОДЫ

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что бактериальный консорциум исследуемых дие- 
тических пшеничных отрубей обладает морфоло- 
гическим разнообразием. Тот факт, что наиболь- 
шее количество микроорганизмов обнаружено 
при 7-суточной ферментации, позволяет предполо- 
жить, что метаболиты, синтезируемые бактериаль- 
ными представителями консорциума на началь- 
ных стадиях ферментации, являются субстратами 
для роста и развития других бактерий. В их от- 
сутствии такие бактерии не имеют источников 
углерода, азота и других необходимых для жизне- 
деятельности элементов в культуральной среде. 
Возможно, что многокомпонентный сложный со- 
став пшеничных отрубей не доступен для усвоения 
этими культурами, а выделяемые на более поздних 
временных этапах ферментации простые вещества 
способствуют накоплению их биомассы и форми- 
рованию ферментной системы, индуцируя синтез 
ферментов, участвующих в обменных процессах, 
в том числе и гидролаз.

Исследованные диетические пшеничные отруби 
являются источником микроорганизмов — по- 
тенциальных продуцентов ферментов, гормо- 
нов, пигментов, антиоксидантов, биостимулято- 
ров роста растений, экзополисахаридов. Являясь 
представителями микробного консорциума, они 
синтезируют широкий спектр ферментов, уча- 

ствующих в клеточных обменных процессах как 
собственных, так и в биохимических реакциях, 
протекающих для других аборигенных таксонов. 
Таким примером является взаимовлияние разви- 
тия выявленных в результате исследований куль- 
тур Acinetobacter radioresistens и Arthrobacter agilis. 
Бактерия Acinetobacter radioresistens способствует 
росту бактерии Arthrobacter agilis и ускорению про- 
цесс накопления каротиноидов.

Диетические пшеничные отруби являются пер- 
спективным источником субстратов для микро- 
организмов различных таксономических групп 
и могут найти широкое применение в различных 
отраслях промышленности, помимо пищевой. 
Поэтому актуальным является вопрос о получе- 
нии полезных продуктов из пшеничных отрубей 
с помощью не только собственной (аборигенной) 
микрофлоры, но и индивидуальных микроорга- 
низмов-продуцентов. Для решения таких задач не- 
обходимо в перспективе исследовать гидролитиче- 
скую активность выделенных микробных изолятов, 
оценить биосинтетическую способность и опреде- 
лить направления использования синтезируемых 
ими метаболитов.
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