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(Q]\PDWLYH DFWLYLW\ RI 
Acinetobacter radioresistens GXULQJ 
FXOWLYDWLRQ RQ VHFRQGDU\ SODQW UDZ 
PDWHULDOV

91,,.3 Ȟ %UDQFK RI 9�0� *RUEDWRY 
)HGHUDO 5HVHDUFK &HQWHU IRU )RRG 
6\VWHPV� 5XVVLDQ )HGHUDWLRQ

'DULD '� %HORYD� $QDVWDVLD $� 3ULQWVHYD� $QDWRO\ 3� 1HSRPQ\DVKL\� 
3DYHO 1� 6RURNRXPRY� 1DWDO\D <X� 6KDURYD

ABSTRACT

,QWURGXFWLRQ� ,Q UHFHQW \HDUV� WKHUH KDV EHHQ D VWURQJ IRFXV RQ UHGXFLQJ DQG UHF\FOLQJ IRRG 
ZDVWH� 7KH ULFK FKHPLFDO FRPSRVLWLRQ DQG DYDLODELOLW\ PDNH UDSHVHHG FDNH DQG VR\EHDQ PHDO 
SURPLVLQJ VRXUFHV RI QXWULHQWV� 7KHVH VHFRQGDU\ UDZ PDWHULDOV FDQ EH XVHG IRU FXOWLYDWLQJ 
PLFURRUJDQLVPV WR REWDLQ YDOXDEOH ELRORJLFDOO\ DFWLYH FRPSRXQGV DQG SURGXFWV ZLWK KLJK 
DGGHG YDOXH�

3XUSRVH� 7R VWXG\ WKH HQ]\PDWLF DFWLYLW\ RI WKH EDFWHULDO LVRODWH Acinetobacter radioresistens 
ZKHQ FXOWLYDWHG RQ VHFRQGDU\ SODQW PDWHULDOV� DQG DOVR WR DQDO\]H WKH VXJDU FRQWHQW DQG 
IDWW\ DFLG FRPSRVLWLRQ GXULQJ WKH FXOWLYDWLRQ SURFHVV�

0DWHULDOV DQG 0HWKRGV� 7KH REMHFWV RI WKH VWXG\ ZHUH UDSHVHHG FDNH� VR\EHDQ PHDO DQG 
D EDFWHULDO LVRODWH RI Acinetobacter radioresistens LVRODWHG IURP ZKHDW EUDQ� &XOWLYDWLRQ 
RI $� UDGLRUHVLVWHQV RQ VHFRQGDU\ SODQW PDWHULDOV ZDV FDUULHG RXW E\ GHHS PHWKRG DW D 
K\GURPRGXOXV RI ���� WHPSHUDWXUH �2� s �� rС DQG D VKDNHU SODWIRUP URWDWLRQ VSHHG RI ��0bUSP 
IRU � GD\V� 6DPSOLQJ ZDV FDUULHG RXW RQ GD\V �� 2� 3 DQG � RI FXOWLYDWLRQ� ,Q VDPSOHV RI 
SODQW�PLFURELDO ELRPDVV� FRQVLVWLQJ RI IHUPHQWHG VDPSOHV RI UDSHVHHG FDNH RU VR\EHDQ 
PHDO DQG A. radioresistens FHOOV� WKH S+ �SRWHQWLRPHWULF PHWKRG� DQG IDWW\ DFLG SURˉOH �JDV 
FKURPDWRJUDSK\ PHWKRG� ZHUH GHWHUPLQHG� 7R GHWHUPLQH SURWHLQ FRQFHQWUDWLRQ �E\ WKH 
/RZU\ PHWKRG�� SURWHRO\WLF DQG SK\WDVH DFWLYLWLHV �SKRWRFRORULPHWULF PHWKRG�� VXJDU DQG 
JOXFRVDPLQH FRQWHQW �E\ KLJK�SHUIRUPDQFH OLTXLG FKURPDWRJUDSK\�� ZH XVHG WKH VXSHUQDWDQW 
REWDLQHG DIWHU FHQWULIXJDWLRQ RI SODQW�PLFURELDO ELRPDVV DW D URWRU VSHHG RI �000 USP IRU 
20 PLQ�

5HVXOWV�  :KHQ A. radioresistens ZDV FXOWLYDWHG RQ UDSHVHHG FDNH� WKH DFWLYLW\ RI 
DONDOLQHb SURWHDVHV ZDV PRUH SURQRXQFHG� 7KH PD[LPXP SURWHRO\WLF DFWLYLW\ ZDV 
��33���bsb�����bXQLWV�FP3 RQ GD\ � RI FXOWLYDWLRQ� :KHQ A. radioresistens ZDV FXOWLYDWHG RQ 
VR\EHDQ PHDO� WKH DFWLYLW\ RI QHXWUDO SURWHDVHV SUHGRPLQDWHG� 7KH PD[LPXP SURWHRO\WLF 
DFWLYLW\ ZDV ��2��00 s ��0�� XQLWV�FP3 RQ WKH 3UG GD\ RI FXOWLYDWLRQ� ,Q DGGLWLRQ WR SURWHRO\WLF 
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ŉŉŌŋŌŔŏŌ 

Рапсовый жмых и соевый шрот являются основ-
ными побочными продуктами маслопроизводства 
ежегодно образующиеся в больших количествах. 
Двумя традиционными методами извлечения мас-
ла из семян масличных культур являются исполь-
зование шнекового пресса или растворителей. 
Термин «жмых» относится к побочному продукту, 
поступающему непосредственно из шнекового 
пресса, тогда как термин «шрот» используется, ког-
да применяется дополнительный процесс обезжи-
ривания, обычно на основе органических раство-
рителей (Arrutia et al., 2020). 

Рапсовый жмых и соевый шрот характеризуются 
высоким содержанием белка, клетчатки и явля-
ются природными источниками минералов, ви-
таминов и фенольных соединений с высоким 
биологическим потенциалом. Помимо основного 
применения в качестве кормов для животных, удо-
брений и компоста, они представляют высокий по-
тенциал для использования в биотехнологических 
процессах (Sousa et al., 2023� Soghandi et al., 2023� 
Sousa et al., 2023). Биотехнологическая переработка 
вторичного растительного сырья является одним 
из наиболее экономически эффективных способов 
переработки побочных продуктов для получения 
и восстановления ценных биологически активных 
соединений (белков, пептидов, ферментов, пиг-
ментов, фенольных соединений), представляющих 
экономический и промышленный интерес при од-
новременном получении продуктов с улучшенной 
питательной ценностью (Wongsirichot et al., 2022� 
Sadh et al., 2018� Sousa et al., 2023).

Ферменты, также известные как биокатализаторы, 
представляют собой биологические макромолеку-
лы, играющие решающую роль в ускорении скоро-
сти и специфичности различных химических реак-
ций и метаболических процессов. Промышленные 
ферменты имеют животное (химозин, пепсин, 
трипсин и панкреатин), растительное (фицин, па-
паин и бромелайн) и микробное происхождение 
(протеазы, липазы, пектиназы, амилазы, глюкоа-
милазы и др.). Микробные ферменты активно ис-
пользуются при производстве фармацевтических, 
косметических, моющих средств, кожи, текстиля, 
бумаги, биотоплива, продуктов питания, напит-
ков и других потребительских товаров. Они обла-
дают более высокой стабильностью и активностью 

по сравнению с растительными и животными фер-
ментами. Кроме того, микробные ферменты можно 
производить в большем количестве посредством 
процессов ферментации, они более стабильны 
в экстремальных условиях, экономически эффек-
тивны, легко масштабируются и оптимизируются 
(Thapa et al., 2019� Tatta et al., 2022). Данные свой-
ства сделали применение микробных ферментов 
незаменимым биологическим инструментом в раз-
личных отраслях промышленности, а поиск новых 
штаммов-продуцентов ферментов актуальным на-
правлением исследований.

Acinetobacter обширный род бактерий, состоящий 
из множества видов с различными характеристи-
ками. Несмотря на то, что некоторые виды данного 
рода, вызывают внутрибольничные и внебольнич-
ные инфекции, особенно у людей с ослабленным 
иммунитетом, представители рода Acinetobacter 
обладают высоким биотехнологическим потенциа-
лом. Он содержит множество экологически важных 
видов, которые обладают широким спектром ме-
таболических возможностей, например, способны 
расщеплять загрязняющие вещества (углеводоро-
ды, производные аминокислот и нефть), используя 
их в качестве основного источника питания. Liu et al. 
(2020) идентифицировали и использовали для био-
ремедиации почв штамм Acinetobacter radioresistens 
APH1, обладающий высокой активностью к раз-
ложению фенола. Представители рода способны 
к разложению фармацевтических отходов из окру-
жающей среды (Wang et al., 2018). Применение ви-
дов Acinetobacter не ограничивается биодеградаци-
ей и биоремедиацией, они используются в качестве 
люминесцентных биорепортеров, производителей 
липазы, биосурфактантов, биополимеров, биоди-
зельного топлива, участвуют при производстве ле-
карств, косметики и находят другое практическое 
применение (Dahal et al., 2023). 

Переработка вторичного растительного сырья 
с помощью микроорганизмов является актуальным 
направлением исследования. Микроорганизмы 
оказывают влияние на углеводный и жирно-кис-
лотный состав сырья, делая его более доступным 
в качестве кормового сырья, а также способствуют 
образованию ценных биологически активных сое-
динений. Выделенный из пшеничных отрубей бак-
териальный изолят A. radioresistens представляет 
интерес как продуцент различных групп фермен-
тов (Свердлова и соавт., 2022), не только липаз. Учи-
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тывая разнообразие компонентного состава рапсо-
вого жмыха и соевого шрота, можно предположить, 
что они содержат, также как и пшеничные отруби, 
доступные для A. radioresistens субстраты-индукто-
ры биосинтеза широко спектра гидролаз. 

Целью данной статьи — исследование протеоли-
тической и фитазной активности бактериального 
изолята Acinetobacter radioresistens, а также анализ 
содержания сахаров, в том числе аминопроизвд-
ных, и жирно-кислотного состава вторичного рас-
тительного сырья в результате ферментации для 
установления закономерностей изменения содер-
жания антипитательных веществ и выявления по-
лезных соединений — потенциальных микроингре-
диентов пищевого и кормового назначения.

œŇřŌŗŏŇŒŢ ŏ œŌřŕŋŢ

ŕŨƁŬűŹ ůŸŸŲŬūŵũŧŴůƆ

Обƃектами исследования в ходе выполнения ра-
боты являлись рапсовый жмых (производитель 
«Рецепты Дедушки Никиты», г. Екатеринбург), со-
евый шрот (производитель ООО «Золотая Нива», 
г. Санкт-Петербург) и бактериальный изолят 
Acinetobacter radioresistens, выделенный сотрудни-
ками ВНИИПД из пшеничных отрубей (Свердлова 
и соавт., 2022).

ŕŨŵŷźūŵũŧŴůŬ

pH-метр pH-410 базовый (Аквилон НПК, Россия), 
спектрофотометр Shimadzu UF-1800 (Shimadzu, 
Ũпония), термостат Memmert IN75plus (Memmert, 
Германия), высокоэффективный жидкостной хро-
матограф Agilent 1260 Infinity II (Agilent, США),  
рефрактометрический детектор Agilent 1260 
Infinity II (Agilent, США), термостат твердотельный с  
таймером ТТ-2 «Термит» (ДНК Технология, Россия), 
газовый хроматограф Varian 450-GC (Varian, США), 
масс-спектрометрический детектор Varian 240-MS 
(Varian, США), автосэмплер Varian PAL (Varian, США), 
лабораторная центрифуга MPW-351 R (MPW Med. 
Instruments, Польша), ламинарный бокс II клас-
са биологической безопасности ESCO Streamlinep 

1 ГОСТ 20264.2–88. (1988). Препараты Žерментные. Методы определения протеолитической активности. М.: Государственный коми-
тет СССР по стандартам.

SC2–6A1 (ESCO Streamlinep, Сингапур), шейкер-ин-
кубатор Multitron standard (INFORS HT, Швейца-
рия), вакуумный концентратор Concentrator plus 
(Eppendorf, Германия).

œŬŹŵūƂ
Измерение рŔ

рН полученных в результате культивирования проб 
определяли с помощью pH-метра pH-410 базовый 
(Аквилон НПК, Россия) в комплекте с лаборатор-
ным стеклянным комбинированным электродом.

ŕпределение концентрации белка

Для определения динамики изменения концентра-
ции белка в процессе культивирования бактериаль-
ного изолята A. radioresistens на рапсовом жмыхе 
и соевом шроте использовали метод Лоури. В осно-
ве данного метода лежит биуретовая реакция, кото-
рая позволяет выявить пептидную связь и реакция 
Фолина на ароматические аминокислоты. К 2 см3 
полученных в результате культивирования проб 
на 1, 2, 3 и 6 сут добавляли 10 см3 свежеприготовлен-
ного реактива С. Полученную смесь энергично пе-
ремешивали и выдерживали 10 мин при комнатной 
температуре. После чего приливали 1 см3 реактива 
Фолина, предварительно разбавленного в два раза 
дистиллированной водой, тщательно перемеши-
вали и выдерживали в темном месте в течение 30 
мин для развития окраски. Оптическую плотность 
измеряли на спектрофотометре Shimadzu UF-1800 
(Shimadzu, Ũпония) при длине волны 750 нм в кю-
вете с толщиной проходящего слоя 10 мм. Концен-
трацию белка в исследуемых растворах определяли 
по калибровочному графику.

ŕпределения протеолитической активности

Для определения протеолитической активности 
использовали модифицированный метод Ан-
сона с применением казеината натрия по ГОСТ 
20264.2–881. Метод основан на свойстве протеаз 
гидролизовать казеинат натрия до пептидов и ами-
нокислот с последующим их определением. Казеи-
нат натрия используется в качестве субстрата для 
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протеаз и растворяется в универсальном буферном 
растворе с доведением рН до 5,5� 7,2 и 9,5. 

ŕпределение фитазной активности

Фитазную активность определяли фотоколориме-
трическим методом по ГОСТ 31487–20122. Метод 
основан на определении содержания неорганиче-
ских фосфатов (РО4), образующихся в результате 
действия фермента фитазы на субстрат — фитат 
натрия (натриевую соль фитиновой кислоты) — 
при определенных стандартных условиях, путем их 
связывания ванадиево-молибденовым реактивом 
с образованием фосфорнованадиево-молибдено-
вого комплекса желтого цвета.

Исследование на содержание сахаров и глƅкозамина

Исследование на содержание сахаров и глюкозами-
на проводили на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе Agilent 1260 Infinity II (Agilent, США) 
с рефрактометрическим детектором Agilent 1260 
Infinity II (Agilent, США) и хроматографической ко-
лонкой Agilent Hi-Plex Ca 300×7.7 мм, размер частиц 
8 мкм (Agilent, США). В качестве элюента исполь-
зовалась деионизованная вода, скорость потока 
элюента 0,6 см3/мин, температура термостата ко-
лонки (80 s 1) rС. Для построения градуировочной 
характеристики использовали стандарты сахаров 
и стандарт глюкозамина Sigma-Aldrich PHR1199–
500MG (Sigma-Aldrich, США). Были приготовлены 
стандартные растворы с концентрацией сахаров 
и глюкозамина 10, 50, 100 и 500 мкг/см3. Для опре-
деления сахаров опытные образцы в количестве 
0,500 г разбавляли в 100 раз деионизованной во-
дой и в количестве 20 мкл вводили в хроматограф. 
Для определения глюкозамина опытные образцы 
в количестве 0,500 г упаривали досуха на вакуум-
ном концентраторе Concentrator plus (Eppendorf, 
Германия). К высушенным образцам добавляли 
по 1 см3 0,1 М серной кислоты. Полученную смесь 
нагревали в термостате ТТ-2 «Термит» (ДНК Тех-
нология, Россия) до температуры (60 s 1) rС в тече-
ние 1,5 ч и оставляли при комнатной температуре 
(23 s 2) rС на 15 часов. Полученные растворы раз-
бавляли в 100 раз деионизованной водой и в коли-
честве 20 мкл вводили в хроматограф.

2 ГОСТ 31487–2012. (2012). Препараты Žерментные. Методы определения Žерментативной активности Žитазы. М.: Стандартинформ.

ŕпределение профиля жирных кислот

Определение профиля жирных кислот в образцах 
проводили на газовом хроматографе Varian 450-GC 
(Varian, США) с масс-спектрометрическим детек-
тором Varian 240-MS (Varian, США) и капиллярной 
колонкой Varian WCOT fused silica 50M ; 0.25MM ID 
Coating CP-WA; 58 (FFAP)-CB DF 0.2 (Varian, США). 
В качестве газа-носителя использовался гелий мар-
ки 6.0. Скорость потока газа-носителя 1 см3/мин, 
температура инжектора 250 rC, сплит 1:15, начало 
регистрации хроматограммы с 9 минуты. Темпера-
турная программа представлена в Таблице 1.
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Полученные образцы в количестве 0,500 г упаривали 
досуха на вакуумном концентраторе Concentrator 
plus (Eppendorf, Германия). К упаренным образ-
цам добавили 600 мкл 15 � раствора серной кисло-
ты в метаноле и 600 мкл хлороформа. Эппендорф 
тщательно герметизировали парафильмом и поме-
щали в термостат ТТ-2 «Термит» (ДНК Технология, 
Россия) на 1 час при температуре (65 s 1) rC. Далее 
пробу остужали до температуры (23 s 2) rС, добав-
ляли 200 мкл деионизованной воды и тщательно 
перемешивали. Органический слой отбирали для 
анализа и непосредственно вводили в хроматограф 
1 мкл с помощью автосэмплера Varian PAL (Varian, 
США) и хроматографического шприца на 10 мкл 
(Hamilton, США).

ŖŷŵŽŬūźŷŧ ůŸŸŲŬūŵũŧŴůƆ

Вторичное растительное сырье (рапсовый жмых 
или соевый шрот) смешивали с водой в соотно-
шении 1:9 ((30 s 1) г сырья и 270 см3 питьевой 
воды) в качалочных колбах Эрленмейера. Полу-
ченные растительные субстанции автоклавирова-
ли при (121 s 1) rС в течении 30 мин для инакти-
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вации исходной микрофлоры сырья и охлаждали 
до (28 s 1) rС. 

Бактериальный изолят A. radioresistens предвари-
тельно выращивали в микробиологических про-
бирках на скошенной плотной агаризованной 
среде ГМФ-агар (ООО НИЦФ, Санкт-Петербург) 
в термостате Memmert IN75plus (Memmert, Герма-
ния) при температуре (28 s 1) rC в течение 3 суток. 
Титр исходного инокулята составил 2,1×107 КОЕ/
см3. Все манипуляции с бактериальным изолятом 
проводили в ламинарном боксе II класса биологи-
ческой безопасности ESCO Streamlinep SC2–6A1 
(ESCO Streamlinep, Сингапур).

Культивирование бактериального изолята 
A. radioresistens на вторичном растительном сырье 
проводили глубинным способом в шейкере-инку-
баторе Multitron standard (INFORS HT, Швейцария) 
при температуре (28 s 1) rC и частотой вращения 
платформы 180 об/мин в течение 6 суток. Отбор 
проб проводили на 1, 2, 3 и 6 сут культивирования.

В качестве контрольных образцов использовали 
автоклавированное вторичное растительное сырье 
(рапсовый жмых или соевый шрот) с водой без вне-
сения бактериального изолята.

В образцах растительно-микробной биомассы, со-
стоящих из ферментированных образцов рапсового 
жмыха или соевого шрота и клеток A. radioresistens 
определяли рН и профиль жирных кислот методом 
газовой хроматографии. 

Для определения концентрации белка, протеоли-
тической, фитазной активностей, содержания са-
харов и глюкозамина использовали супернатант, 
полученный после центрифугирования раститель-
но-микробной биомассы на лабораторной центри-
фуге MPW-351 R (MPW Med. Instruments, Польша) 
при скорости вращения ротора 8000 об/мин в тече-
ние 20 мин.

ŇŴŧŲůŮ ūŧŴŴƂż

Все измерения выполнены в трехкратной повтор-
ности. Математическую обработку эксперимен-
тальных данных проводили в программе Microsoft 
Exel 2013 и выражали в виде среднеарифметиче-
ских значений s абсолютная погрешность изме-

рения, указанная в методиках, при доверительной 
вероятности P   0,95.

ŗŌŎŚŒţřŇřŢ  
ŏ ŏŜ ŕňŘŚōŋŌŔŏŌ
ŷŔ ů űŵŴŽŬŴŹŷŧŽůƆ ŨŬŲűŧ 

Богатый химический состав и доступность делают 
рапсовый жмых и соевый шрот перспективными 
источниками питательных веществ, которые мо-
гут быть использованы в качестве субстратов для 
культивирования микроорганизмов. Предвари-
тельная обработка растительного сырья с помо-
щью автоклавирования, предотвращает культиви-
рование нативной микрофлоры сырья и делает его 
более доступным субстратом для культивирования 
A. radioresistens. В Таблице 2 представлена динами-
ка изменения значений pH в образцах раститель-
но-микробной биомассы в процессе культивиро-
вании A. radioresistens на вторичном растительном 
сырье.
řŧŨŲůŽŧ �
ŎŴŧžŬŴůƆ S+ ũ ŵŨŷŧŮŽŧż ŷŧŸŹůŹŬŲƃŴŵ�ųůűŷŵŨŴŵŰ ŨůŵųŧŸŸƂ 
ũ ŶŷŵŽŬŸŸŬ űźŲƃŹůũůŷŵũŧŴůů A.bradioresistens Ŵŧ ũŹŵŷůžŴŵų 
ŷŧŸŹůŹŬŲƃŴŵų ŸƂŷƃŬ

ŖŷŵūŵŲŭůŹŬŲƃŴŵŸŹƃ  
űźŲƃŹůũůŷŵũŧŴůƆ S+� Ŭū� ŷŔ

ŗапсоũыŰ ŭųых

őŵŴŹŷŵŲƃ ����bsb0��0

� ŸźŹ ���4bsb0��0

2 ŸźŹ ����bsb0��0

3 ŸźŹ ����bsb0��0

� ŸźŹ ����bsb0��0

ŘоеũыŰ ſрот

őŵŴŹŷŵŲƃ ���0bsb0��0

� ŸźŹ ����bsb0��0

2 ŸźŹ ����bsb0��0

3 ŸźŹ ����bsb0��0

� ŸźŹ ����bsb0��0

Значения кислотности растительно-микробной 
биомассы в процессе культивирования изменялись 
незначительно и характеризовались нейтральной 
или слабокислой средой. Максимальные значения 
рН зафиксированы на 1 сут культивирования и со-
ставили (6,14 s 0,10) ед. рН для рапсового жмыха 
и (6,88 s 0,10) ед. рН для соевого шрота.
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Динамика изменения количества белка в культу-
ральной жидкости в процессе культивирования 
бактериального изолята A. radioresistens на вторич-
ном растительном сырье представлена в Таблице 3.

řŧŨŲůŽŧ �
őŵŴŽŬŴŹŷŧŽůů ŨŬŲűŧ ũ űźŲƃŹźŷŧŲƃŴŵŰ ŭůūűŵŸŹů ũ ŶŷŵŽŬŸŸŬ 
űźŲƃŹůũůŷŵũŧŴůƆ A.bradioresistens Ŵŧ ũŹŵŷůžŴŵų ŷŧŸŹůŹŬŲƃŴŵų 
ŸƂŷƃŬ

ŖŷŵūŵŲŭůŹŬŲƃŴŵŸŹƃ 
űźŲƃŹůũůŷŵũŧŴůƆ

ŘŵūŬŷŭŧŴůŬ ŨŬŲűŧ�  
ųŪ�Ÿų�

ŗапсоũыŰ ŭųых

őŵŴŹŷŵŲƃ ��0�bsb0�3�

� ŸźŹ ���2bsb0�3�

2 ŸźŹ ����bsb0�44

3 ŸźŹ ���3bsb0�4�

� ŸźŹ ��4�bsb0�4�

ŘоеũыŰ ſрот

őŵŴŹŷŵŲƃ �����bsb0���

� ŸźŹ 2��42bsb��0�

2 ŸźŹ 2��3�bsb��0�

3 ŸźŹ 22���bsb����

� ŸźŹ 2���2bsb��0�

В процессе культивирования A. radioresistens 
на рапсовом жмыхе концентрация белка в культу-
ральной жидкости возрастала. При использовании 
в качестве субстрата соевого шрота концентра-
ция белка возрастала до 3 сут культивирования, 
однако на 6 сут наблюдалось еƉ снижение. На 
рапсовом жмыхе максимальная концентрация 
белка (9,46 s 0,47) мг/см3 зафиксирована на 6 сут 
культивирования, на соевом шроте на 3 сут — 
(22,96 s 1,15) мг/см3.

Для преобразования трудногидролизуемых био-
полимеров в доступные формы в процессе культи-
вирования A. radioresistens на растительном сырье 
синтезируются различные виды гидролитических 
ферментов. 

ŖŷŵŹŬŵŲůŹůžŬŸűŧƆ ů ŻůŹŧŮŴŧƆ ŧűŹůũŴŵŸŹƃ

Протеазы (КФ 3.4.21) представляют собой класс ги-
дролаз, расщепляющих пептидные связи, соединя-
ющие соседние аминокислотные остатки в молеку-
ле белка, с образованием более коротких пептидов 
и аминокислот. Эти ферменты широко распростра-

нены в природе и могут быть растительного, жи-
вотного и микробного происхождения. Микробные 
протеазы отличаются широким разнообразием 
и включают кислые, нейтральные и щелочные про-
теазы. Протеазы играют важную роль в физиологии 
и метаболизме всех живых организмов. Помимо 
очевидной роли в переваривании белков и пепти-
дов, эти ферменты участвуют в регуляции широко-
го спектра физиологических процессов (Bond 2019, 
p. 1643–1651). Протеазы также активно использу-
ются в различных отраслях промышленности (пи-
щевой, фармацевтической, кожевенной, биотехно-
логической, химической) (Song et al., 2023, 1236368� 
Solanki et al., 2021, 428). Более активный синтез 
протеолетических ферментов A. radioresistens за-
фиксирован при использовании рапсового жмыха 
в качестве субстрата (Таблица 4). 

řŧŨŲůŽŧ �
ПŷŵŹŬŵŲůŹůžŬŸűŧƆ ŧűŹůũŴŵŸŹƃ A.bradioresistens ũ ŶŷŵŽŬŸŸŬ 
űźŲƃŹůũůŷŵũŧŴůƆ Ŵŧ ũŹŵŷůžŴŵų ŷŧŸŹůŹŬŲƃŴŵų ŸƂŷƃŬ

ŖŷŵūŵŲŭů-
ŹŬŲƃŴŵŸŹƃ 

űźŲƃŹůũůŷŵ-
ũŧŴůƆ

ŖŷŵŹŬŵŲůŹůžŬŸűŧƆ ŧűŹůũŴŵŸŹƃ� Ŭū�Ÿų�

őůŸŲŧƆ 
ŸŷŬūŧ�  
ŷŔ   ���

ŔŬŰŹŷŧŲƃŴŧƆ 
ŸŷŬūŧ�  
ŷŔ   ���

ŠŬŲŵžŴŧƆ 
ŸŷŬūŧ�  
ŷŔ   ���

ŗапсоũыŰ ŭųых

őŵŴŹŷŵŲƃ �����bsb0��� 0 32���bsb���3

� ŸźŹ ���4bsb0�3� 4�0�bsb0�20 �33���bsb����

2 ŸźŹ 2��43bsb��3� 2���2bsb��43 �����bsb4�2�

3 ŸźŹ ��2�bsb0�4� �20�0�bsb��00 ������bsb����

� ŸźŹ �0�2�bsb0��� 2��43bsb��3� ���43bsb3���

ŘоеũыŰ ſрот

őŵŴŹŷŵŲƃ 0 0 �����bsb0��3

� ŸźŹ 3�43bsb0��� 2�2�bsb0��� �0�2�bsb0���

2 ŸźŹ �0�2�bsb0��� �����bsb0��� ����bsb0�2�

3 ŸźŹ �����bsb0��� �2��00bsb��0� 4�2�bsb0�2�

� ŸźŹ ��2�bsb0�4� �����bsb4�2� 20���bsb��03

Максимальная протеолитическая активность 
(133,71 s 6,69) ед/см3 определена на 1 сут культи-
вирования на рапсовом жмыхе в щелочной среде, 
(120,08 s 6,00) ед/см3 на 3 сут в нейтральной сре-
де и (27,43 s 1,37) ед/см3 на 2 сут в кислой среде. 
В большей степени проявлялась активность щелоч-
ных протеаз в процессе эксперимента. 

При культивировании A. radioresistens на соевом 
шроте преобладала активность нейтральных про-
теаз. Максимальная протеолитическая активность 
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составила (121,00 s 6,05) ед/см3 на 3 сут культиви-
рования в нейтральной среде. 

Полученные данные протеолитической активно-
сти находятся на уровне сопоставимом со зна-
чениями коммерческого микробного препара-
та «Протосубтилин» Г3х — 70 ед/г (I группа), 120 
ед/г (II группа), используемого в качестве кор-
мовой добавки, а также превышают активность 
молочно-кислых кормовых добавок МКД-L 
(Lactobacillus acidophilus) — 1,0 ед/см3, МКД-S 
(Streptococcus termophilus) — 2,5 ед/см3, МКД-B 
(Biˋdobacter biˋdum longum) — 2,0 ед/см3, МКД-P 
(Propionobacterium acidi-propionicum) — 7,5 ед/см3 
(Ланцева и  соавт., 2016) и микробного протеоли-
тического препарата (Bacillus subtilis) — 26,1 ед/см3 
(Анашкина и соавт., 2023).

Помимо протеолитической активности при куль-
тивировании на соевом шроте бактериальный изо-
лят A. radioresistens проявлял фитазную активность 
(Рисунок 1). 

de Oliveira Costa et al. (2018) указывают, что ак-
тивность фитазы была обнаружена у эндофитных 
бактерий родов Bacillus, Streptomyces, Acinetobacter 
и Rhizobium, выделенных из семян и корней 
Phaseolus Yulgaris (фасоль обыкновенная). Фитазы 
или мио-инозитол-гексакисфосфат-фосфогидро-
лазы (КФ 3.1.3.8� 3.1.3.26� 3.1.3.72) могут быть жи-
вотного, растительного и микробного происхож-
дения. Особенностью данных ферментов является 
их способность гидролизовать фитиновую кислоту 

(мио-инозитолгексакисфосфат) и фитаты (соли фи-
тиновой кислоты), переводить в доступную фор-
му неорганический фосфор и фосфорилирован-
ные мио-инозитолы (Gocheva et al., 2023). В связи 
с тем, что животные с однокамерным желудком, 
такие как свиньи и домашняя птица, не способ-
ны расщеплять фитиновую кислоту, содержащую-
ся в растительном сырье им необходимо вводить 
фитазу в качестве кормовых ферментов. Кроме 
того, фитиновая кислота действует как антипита-
тельный фактор, хелатируя двухвалентные кати-
оны (такие как Zn2+, Fe2+/3+, Ca2+, Mg2+, Mn2+ и Cu2+), 
белки, крахмал и липиды, тем самым предотвра-
щая их всасывание в желудочно-кишечном тракте 
(Joudaki et al., 2023).

На 1 сут культивирования фитазная активность 
составила (3,27 s 0,16) ед/см3, при дальнейшем 
культивировании данный показатель снижался 
до (0,75 s 0,04) ед/см3 на 3 сут, однако, максималь-
ная фитазная активность (3,54 s 0,18) ед/см3 зафик-
сирована на 6 сут культивирования. В контрольном 
образце фитазная активность не наблюдалась.

ŘŵūŬŷŭŧŴůŬ Ÿŧżŧŷŵũ ů ŪŲƅűŵŮŧųůŴŧ

В процессе культивирования бактериальной куль-
туры происходят различные биохимические реак-
ции для перевода высокомолекулярных соедине-
ний субстрата в более простую и доступную форму, 
чтобы они могли поступать в клетки для обеспече-
ния их жизнедеятельности, роста биомассы и син-
теза биологически активных соединений. 

Многие виды Acinetobacter, в том числе A. venetianus 
RAG-1, A. calcoaceticus RAG-1, A. calcoaceticus BD4 
RAG1, A. radioresistens KA53, A. calcoaceticus А2, спо-
собны продуцировать полимерные биоэмульгато-
ры (эмульсин, биодисперсан и аласан) моносаха-
ридный состав углеводной части которых включает 
глюкозамин (Dahal et al., 2023� Pirog et al., 2021). 
Глюкозамин представляет собой природный ами-
носахарид, в котором гидроксильная группа глюко-
зы заменена аминогруппой. Он относится к функ-
циональным аминосахарам и является важным 
компонентом гликопротеинов и протеогликанов. 
Глюкозамин широко используется в производстве 
пищевых добавок и продуктов здорового питания 
благодаря своим физиологическим свойствам. Он 
способствует снижению веса, участвует в регулиро-

ŗůŸźŴŵű 1
śůŹŧŮŴŧƆ ŧűŹůũŴŵŸŹƃ A.bradioresistens ũ ŶŷŵŽŬŸŸŬ 
 űźŲƃŹůũůŷŵũŧŴůƆ Ŵŧ ŸŵŬũŵų ſŷŵŹŬ
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вание эндокринной системы человека и проявляет 
антиоксидантную, геропротекторную, антимикроб-
ную активности. Глюкозамин и его ацетилированное 
производное N-ацетилглюкозамин синтезируют-
ся во всех организмах, включая бактерии, дрожжи, 
нитчатые грибы, растения и животные, и активно 
используются в пищевой, косметической и фарма-
цевтической промышленностях. В медицине они 
применяются для детоксикации печени и почек, ле-
чения остеоартрита, восстановления и поддержания 
хряща, уменьшения воспаления и защиты печени 
(<ang et al., 2023� Liu et al., 2013).

Изменение содержания сахаров и глюкозамина 
в культуральной жидкости в процессе культивиро-
вания A. radioresistens на вторичном растительном 
сырье представлено в Таблице 5.

Согласно полученным результатам, содержание 
глюкозамина и других сахаров выше при исполь-
зовании соевого шрота в качестве субстрата. Мак-
симальная концентрация глюкозамина состави-
ла (11,62 s 0,58) г/дм3 на 1 сут культивирования, 
что на 10,35 � выше по сравнению с контрольным 
образцом. При использовании рапсового жмы-
ха максимальная концентрация глюкозамина 
(4,25 s 0,21) г/дм3 зафиксирована на 6 сут культиви-
рования, что на 28,73 � выше по сравнению с кон-
трольным образцом. 

В процессе культивирования A. radioresistens 
на вторичном растительном сырье происходило 
накопление мальтозы. При использовании рапсо-
вого жмыха в качестве субстрата мальтоза опреде-
лялась со 2 сут культивирования, на соевом шроте 
концентрация мальтозы увеличивалась на всех 
этапах культивирования по сравнению с контроль-
ным образцом. Содержание глюкозы постепенно 
снижалось на обоих субстратах, с незначитель-
ным скачком на 3 сут культивирования. Содержа-
ние сахарозы и фруктозы снижалось в процессе 
культивирования на соевом шроте по сравнению 
с контрольным образцом. Обратная зависимость 
наблюдалась при использовании рапсового жмы-
ха, концентрация данных сахаров возрастала 
по сравнению с контрольным образцом.

ŖŷŵŻůŲƃ ũƂŸſůż ŭůŷŴƂż űůŸŲŵŹ

В процессе работы оценивали влияние обработки 
бактериальным изолятом A. radioresistens на жир-
но-кислотный профиль вторичного растительного 
сырья. Были определены жирные кислоты с дли-
ной алкильной цепи от С8 до С24 атомов углерода, 
также в процессе анализа выявлены две двухоснов-
ные предельные карбоновые кислоты — малоновая 
и янтарная (Таблица 6).
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Жирно-кислотный профиль исследуемого вторич-
ного растительного сырья имеет ненасыщенный 
характер. Среди ненасыщенных жирных кислот 
максимальное содержание 54,7 � элаидиновой 
кислоты (С18:1ω9t) имеет контрольный образец 
рапсового жмыха. Элаидиновая кислота пред-
ставляет собой транс-изомер олеиновой кислоты 

и является основной трансжирной кислотой. Тран-
сжирные кислоты оказывают негативное влияние 
на сердечно-сосудистые заболевания, повышают 
уровень холестерина липопротеинов низкой плот-
ности, одновременно снижая уровни холестерина 
липопротеинов высокой плотности (Ohmori et al., 
2017). Культивирование A. radioresistens на рапсо-

Таблица 6

Профиль высших жирных кислот в образцах растительно-микробной биомассы, в процессе культивирова-
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вом жмыхе способствует снижению содержания 
данной кислоты по сравнению с контрольным об-
разцом. При использовании соевого шрота в каче-
стве субстрата на 1 сут культивирования отмече-
но увеличение содержания элаидиновой кислоты 
по сравнению с контролем, однако при последую-
щем культивировании еƉ содержание снижалось. 
Также зафиксировано высокое содержание линоле-
лаидовой кислоты (С18:2ω6t) — 34,3 � на 6 сут и геп-
та-2,4-диеновой кислоты (С8:2) — 33,2 � на 3 сут 
культивирования A. radioresistens на соевом шроте.

Положительным эффектом культивирования 
A. radioresistens на рапсовом жмыхе является сни-
жение содержания эруковой кислоты (C22:1n9). 
Эруковая кислота — это общее название цис-13-до-
козеновой жирной кислоты, которая в повышен-
ных концентрациях содержится главным образом 
в растениях семейства Brassicaceae, включая семена 
рапса и горчицы (Ozdal et al., 2021). Высокое содер-
жание эруковой кислоты ухудшает проводимость 
миокарда, вызывая липидоз у детей и повышение 
уровня холестерина в крови, может оказывать ток-
сический эффект. Поэтому в некоторых странах 
действуют правила о максимальном уровне эру-
ковой кислоты, который составляет от 2 до 5 � 
от общего количества жирных кислот из-за потен-
циального риска для здоровья населения при пре-
вышении этого уровня. Помимо этого, эруковая 
кислота является антипитательным веществом для 
сельскохозяйственных животных (Buck et al., 2022� 
Konuskan et al., 2019).

Линоленовая кислота (С18:3ω3) считается неза-
менимой жирной кислотой, поскольку не синте-
зируется организмом человека из-за отсутствие 
необходимых ферментов, поэтому еƉ нужно полу-
чать из продуктов питания. Наличие более высо-
кого содержания линоленовой кислоты (омега-3) 
в рационе увеличивает уровень холестерина липо-
протеинов высокой плотности и снижает уровень 
холестерина липопротеинов низкой плотности 
(Konuskan et al., 2019, p. 340–344). Данная кислота 
была обнаружена в обоих видах вторичного расти-
тельного сырья с максимальным содержанием на 1 
сут культивирования A. radioresistens: 13,3 � на сое-
вом шроте и 10,2 � на рапсовом жмыхе.

В обоих видах сырья было обнаружено наличие 
пальмитолеиновой кислоты (С16:1) и цис-11-эйко-
зеновой кислоты (С20:1). Пальмитолеиновая кис-

лота (пальмитолеат) представляет собой омега-7 
мононенасыщенную жирную кислоту, которая вы-
рабатывается путем липогенеза de novo и встреча-
ется в природных источниках. Природные источни-
ки пальмитолеата включают жирную рыбу, рыбий 
жир, некоторые орехи, семена и их масла. Пальми-
толеат был предложен в качестве нового липокина, 
полученного из жировой ткани, который регулиру-
ет липогенез, действие инсулина и координирует 
гемостаз. Также несколько исследований показали 
положительное влияние пальмитолеата на факто-
ры риска сердечно-сосудистых заболеваний. При-
ем очищенного пальмитолеата в течение 30 дней 
способствует улучшению профиля липопротеинов 
сыворотки и уменьшению системного воспаления 
у взрослых с дислипидемией (<ang et al., 2019). 
Цис-11-эйкозеновая кислота (гондоевая кислота) 
мононенасыщенная омега-9 жирная кислота, кото-
рая содержится в различных растительных маслах 
и орехах, особенно в масле жожоба. У высших рас-
тений цис-11-эйкозеновая кислота является пред-
шественником эруковой кислоты. Цис-11-эйкозе-
новая кислота имеет ряд преимуществ, например, 
она улучшает проникновение через кожу индоме-
тацина, который является противовоспалительным 
препаратом, и используется в качестве сырья для 
медицинского материала и увлажняющего ингре-
диента в косметических кремах (Barut et al., 2022).

Цис-10-гептадеценовая (С17:1) и ацетэруковая 
(C24:1) кислоты в количестве менее 1,5 � обнару-
жены при использовании рапсового жмыха в каче-
стве субстрата.

Насыщенные жирные кислоты представлены 
в меньшем процентном соотношение. Максималь-
ное значение принадлежит стеариновой кислоте 
(С18:0) на 1 сут культивирования A. radioresistens 
на соевом шроте (14,5 �) и на рапсовом жмыхе 
(12,2 �). Второе место по процентному содержанию 
занимает пальмитиновая кислота (С16:0). Пальми-
тиновая и стеариновая кислоты являются наиболее 
часто потребляемыми насыщенными жирными 
кислотами. Насыщенные жирные кислоты в целом 
и пальмитиновая кислота в частности вредны по-
тому, что повышают уровень холестерина липопро-
теинов низкой плотности. По сравнению с пальми-
тиновой кислотой стеариновая кислота снижает 
уровень холестерина липопротеинов низкой плот-
ности, который является хорошо известным факто-
ром риска развития ишемической болезни сердца, 
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но ее влияние на другие кардиометаболические 
маркеры риска изучено менее подробно. Повышен-
ный уровень циркулирующих липидов стеарино-
вой кислоты связан со снижением артериального 
давления, улучшением функции сердца и сниже-
нием риска рака. Следовательно, в отличие от дру-
гих насыщенных жирных кислот и вопреки общему 
мнению о том, что насыщенные жирные кислоты 
вредны, стеариновая кислота, вероятно, оказыва-
ет некоторое положительное влияние на здоровье 
человека. Однако, молекулярные механизмы этого 
процесса полностью не изучены (van Rooijen et al., 
2020� Senyilmaz-Tiebe et al., 2018).

В обоих видах сырья от 0 до 4 � были выявлены ла-
уриновая (C12:0), миристиновая (C14:0), маргарино-
вая (С17:0), арахидоновая (С20:0), бегеновая (С22:0) 
и лигноцериновая (С24:0) кислоты, менее 1 � — пен-
тадекановая (С15:0) и трикозановая (С23:0) кислоты. 

В процессе анализа выявлены две двухосновные 
предельные карбоновые кислоы (малоновая и ян-
тарная). Они содержались, в основном, в соевом 
шроте и их концентрация снижалась в процессе 
культивирования A. radioresistens по сравнению 
с контрольным образцом.

Под влиянием бактериального изолята 
A. radioresistens при использовании рапсового 
жмыха в качестве субстрата на 1 сут культивиро-
вания отмечен биосинтез de novo ряда предельных 
жирных кислот, таких как малоновая, янтарная, 
лауриновая, пентадекановая, трикозановая, лигно-
цериновая и одной непредельной — ацетэруковой 
кислоты. При использовании соевого шрота в ка-
честве субстрата наблюдался биосинтез лигноце-
риновой кислоты на протяжении всего периода 
исследования с максимальным содержанием 2,6 � 
на 1 сут культивирования.

По общему процентному содержанию насыщен-
ные жирные кислоты преобладали в соевом шроте, 
а ненасыщенные в рапсовом жмыхе.

ŎŇőŒťŞŌŔŏŌ

Исследуемый бактериальный изолят из пшенич-
ных отрубей A. radioresistens обладает способностью 
синтезировать гидролитические ферменты, такие 
как фитаза и протеиназы, специфичность действия 

которых направлена на биокаталитическое расще-
пление соответственно фосфор- и азотсодержащих 
соединений. Положительным моментом является 
то, что выявленные уровни активностей протеаз 
сопоставимы с таковыми для ферментов, установ-
ленными другими исследователями, в том числе 
для гидролаз в составе коммерческих препаратов. 
Следует отметить, что представленные результа-
ты исследований получены при культивировании 
изолята A. radioresistens на многокомпонентных 
субстратах, которыми являются рапсовый жмых 
и соевый шрот и в микробиоте которых  бактерии 
данного вида не обнаружены. Полученные данные 
о фазовом характере изменения как протеолитиче-
ской, так и фитазной активностей, в процессе фер-
ментации, свидетельствуют, предположительно, 
об активизации окислительно-восстановительных 
процессов, обеспечивающих дыхание клетки и тре-
бующих синтеза оксидоредуктаз, что может тор-
мозить накопление гидролаз для потребления суб-
стратов. Другим возможным обƃяснением может 
быть конкурирование специфических для изучае-
мых гидролаз субстратов и ингибиторов фермен-
тативной активности за связывание с активными 
центрами и/или функциональными участками 
ферментов. Высказанные предположения требуют 
более детального исследования обменных процес-
сов для установления режимов, обеспечивающих 
стабильное продуцирование протеиназ и фитаз из-
учаемым изолятом, как перспективным промыш-
ленным продуцентом востребованных гидролаз.

Интерес представляют результаты изучения соста-
ва сахаров в процессе ферментации вторичного 
сырья, а именно количество мальтозы и глюкоза-
мина. Заметное количественное изменение маль-
тозы предполагает, что она является предпочти-
тельным субстратом для исследуемого изолята 
A. radioresistens, как при ферментации рапсового 
жмыха, так и соевого шрота. Возможно, что ее фер-
ментативная биотрансформация до глюкозы спо-
собствует в определенной мере накоплению глю-
козамина, что более выражено при ферментации 
соевого шрота.

Жирно-кислотный состав, полученный в результа-
те ферментации изолятом  A. radioresistens, свиде-
тельствует о возможности снижения содержания 
во вторичном сырье антипитательных веществ, 
в частности, эруковой кислоты, и повышения ко-
личества полезных жирных кислот. Установленные 
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закономерности изменения жирно-кислотного со-
става полезны для разработки в перспективе тех-
нологии переработки вторичного сырья в обога-
щенные полезными компонентами продукты, как 
кормового, так и пищевого назначения, при усло-
вии предварительной оценки их безопасности.

Экспериментальные данные, полученные в резуль-
тате культивирования A. radioresistens на вторич-
ном растительном сырье, могут быть использованы 
для получения биологически активных соединений 
и кормовых продуктов для сельскохозяйственных 
животных. Также данные исследования представ-
ляют интерес для перерабатывающей промышлен-
ности при разработке способов высокоэффектив-
ной переработки растительных отходов с помощью 
биотехнологических процессов.

Дальнейшая работа направлена на расширение 
способов использования вторичных растительных 
отходов в качестве субстратов для промышленных 
продуцентов биологически активных соединений 

и подбор параметров обработки сырья для увели-
чения выхода целевого продукта.
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