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Микромицеты способны осаждать металлы в виде нерастворимых оксалатов, участвуя в выведении
металлов из круговорота и образовании вторичных минералов. Мицелиальные грибы рода Aspergil-
lus являются модельными организмами для изучения осаждения металлов, которое имеет практиче-
ское значение для биовыщелачивания и биоремедиации. До сих пор все известные процессы био-
минерализации под действием микромицетов были описаны на примере мезофильных организмов.
Термофильные эукариоты могут иметь преимущество при создании биотехнологий. В этом иссле-
довании мы сообщаем о выделении термофильных/термотолерантных Aspergillus spp. из горящих
отходов добычи угля в Кузбассе и образовании ими нерастворимого оксалата меди, мулуита. Обра-
зование внеклеточных везикул, обогащенных медью, может представлять сайты нуклеации для об-
разования кристаллов мулуита.
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Исследования последних лет показали, что
микромицеты способны осаждать металлы в виде
нерастворимых соединений, прежде всего оксалатов
(Gadd et al., 2012). Геохимическими последствиями
подобных процессов является выведение металлов
из круговорота и образование вторичных минера-
лов. С точки зрения практического использования,
геоактивные микромицеты находят применение в
биотехнологиях обогащения металлов/металлоидов
и биоремедиации. Особое внимание привлекают
редкоземельные элементы. Показано, что Asper-
gillus niger способен осаждать и накапливать лан-
тан (Kang et al., 2019). Модельными организмами,
как для исследования биогеохимических реак-
ций, так и разработки биотехнологий, являются
микромицеты рода Aspergillus, в частности, A. niger
(Ceci et al., 2015; Yang et al., 2020). Для этой группы
мицелиальных грибов характерно активное обра-
зование щавелевой кислоты (H2C2O4), которая
обладает высокой хелатирующей способностью
по отношению к металлам и переводит их в не-
растворимые соединения (Gadd et al., 2014).

До сих пор все известные процессы биомине-
рализации под действием микромицетов были
описаны на примере мезофильных организмов.

Аналогично прокариотам, термофильные эука-
риоты могут иметь преимущество при создании
биотехнологий. Термофилы составляют значитель-
но меньшую часть всех известных культивируемых
микромицетов, по сравнению с бактериями и архея-
ми (Morgenstern et al., 2012). До настоящего времени
основными источниками получения культур тер-
мофильных микромицетов являются отходы
сельского хозяйства, содержащие остатки растений
и компост. Одной из малоизученных экосистем яв-
ляются горящие отвалы угольных шахт – горельни-
ки, где термофильные/термотолерантные грибы
могут колонизировать высокотемпературные био-
топы. Феномен подземного горения угольных
пластов широко распространен, и известны при-
меры в Китае, России, Индии, Германии, США и
Австралии (Stracher et al., 2004). В местах, где го-
рячие газы от сгорания угля выходят на поверх-
ность, формируются экосистемы с повышенной
температурой (>50°C). Горельники угольных ме-
сторождений потенциально могут быть населены
микромицетами, чьи требования к содержанию во-
ды в экосистеме ниже по сравнению с прокариота-
ми. В литературе известны единичные сообщения о
присутствии термофильных грибов в отходах добы-
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чи угля (Evans, 1971). Биоминерализация эукарио-
тами может вносить вклад в образование вторичных
минералов в горельниках. Ранее, при исследовании
сообщества прокариот в горящих отходах добычи
угля, мы обнаружили присутствие оксалата меди,
мулуита (Kadnikov et al., 2018). Биогенный мулуит
образовывали устойчивые к меди и условиям с
низким рН мезофильные микромицеты из рода
Penucillium, выделенные из отходов добычи поли-
металлов (Glukhova et al., 2018).

Целью настоящего исследования было выде-
ление термофильных/термотолерантных микро-
мицетов, устойчивых к меди, из горящих отходов
добычи угля и изучение их возможности связы-
вать Cu в нерастворимые соединения.

Объектом исследования были культуры мик-
ромицетов, выделенные из горящих отвалов уг-
ля на месторождении Бунгурский Северный
(пос. Листвяги, Кемеровская область). Пробы
грунта были отобраны на склонах отвалов с выхода-
ми подземного горения в виде фумарол, оконтурен-
ных кристаллами серы. Температура в местах выхо-
да составляла от 50 до 90°С. Пробы отбирали в июле
и ноябре 2018 и октябре 2019 года. Посевы микро-
мицетов проводили как на агаризованную среду,
так и с использованием специализированных
“ловушек” для мицелия. В качестве питательной
среды использовали твердую среду Чапека с маль-
тозой, а также среду, предложенную Тсуджияма и
соавт. (Tsujiyamа et al., 2013). Последующие выделе-
ния чистой культуры проводили на жидкой среде.
Для подавления роста бактерий в среду вносили
хлорамфеникол в концентрации 200 мг/л. Посевы
инкубировали при температурах 50, 55 и 60°С.

Для определения филогенетического положе-
ния использовали молекулярные маркеры: по-
следовательности генов 18S рРНК и межспейсер-
ного региона (ITS), а также рекомендованные для
Aspergillus белковые маркеры: BenA (β-тубулин),
CaM (калмодулин) и RPB2 (большая субъединица
РНК-полимеразы). ДНК из мицелия выделяли
набором MO BIO PowerSoil DNA Kit (“MO BIO
Laboratories”). Праймеры и условия амплифика-
ции маркерных последовательностей описаны
ранее (Glukhova et al., 2018), также как и детали
сканирующей электронной микроскопии, совме-
щенной с элементным анализом (SEM-EDS) и
дифракционный анализ (XRD) (Ikkert et al., 2013).

Элементный анализ проб горельников на ме-
сторождении Бунгурский Северный показал при-
сутствие в них железа и меди. Содержание послед-
ней достигало 2 ат. %) в образцах RBS-1, RBS-2 и
RBS-3. Дифракционный анализ не подтвердил
присутствие оксалата меди, мулуита. Основные
кристаллические фазы были представлены алю-
мосиликатами, также присутствовал характер-
ный для горящих отходов угля гипс. Из проб го-

рельников были получены 10 изолятов микроми-
цетов, наиболее активный рост которых
наблюдали при температуре 50°С. Определение
последовательности ITS показало, что все изоля-
ты относились к порядку Eurotiales. Ближайшими
родственниками термотолерантных грибов были
Aspergillus fumigatus и Aspergillus neollipticus, сход-
ство последовательностей с которыми составляло
100% у большинства выделенных штаммов. Мик-
ромицеты, растущие при температуре 50°С, род-
ственные A. fumigatus впервые выделены из горя-
щих отходов добычи угля. Хорошо известно, что
последовательность ITS является высококонсерва-
тивной у Aspergillus и не позволяет дифференциро-
вать виды (Samson et al., 2014; Chen et al., 2017). До-
полнительное определение последовательностей
белковых маркеров CaM, BenA и RPB2, рекомендо-
ванных для филогенетического анализа рода As-
pergillus, показало, что некоторые из изолятов мо-
гут представлять новые виды.

Три штамма, обозначенные RBS-31, RBS-32 и
RBS-33 и способные к росту в присутствие 11 г
Cu/л, были выбраны для дальнейших экспери-
ментов по осаждению меди. Штаммы Aspergillus
sp. RBS-31 и Aspergillus sp. RBS-32 по классифика-
ции предложенной Cooney и Emerson (Cooney,
Emerson, 1964) и используемой в современных
исследованиях (De Oliveira et al., 2015), относятся
к термофилам, так как их максимальная темпера-
тура для роста составляла 50°С, а минимальная
была выше 20°С. Оптимум для штамма RBS-31
составлял 45°С, а для штамма RBS-32 – 37°С.
Изолят RBS-33 относился к термотолерантным
организмам с оптимумом 26°С, но был способен
к росту в широком диапазоне температур от 5 до
55°С.

Эксперименты по выращиванию изолятов Asper-
gillus в присутствие 11 г Cu/л (в виде CuSO4 · 5H2O),
проводили на среде Чапека с мальтозой при тем-
пературе 50°С и рН 2.5 (рН доводили 0.1 н раствором
H2SO4). Ранее мы продемонстрировали образование
мулуита мезофильными Penicillium, происходящее в
условиях с низким рН (Glukhova et al., 2018). Высо-
кая концентрация протонов является характер-
ной особенностью не только отходов сульфидных
месторождений, но и добычи угля, где активно
окисляется сульфид железа, пирит. Дифрактограм-
мы мицелия всех трех штаммов после культивирова-
ния в течение 35 сут показали присутствие выражен-
ных диагностических пиков оксалата меди, мулуи-
та (CuC2O4 · H2O) (рис. 1). Кристаллическая фаза
в химическом контроле без микромицетов не бы-
ла обнаружена, что свидетельствует о биогенном
происхождении мулуита в экспериментальных
образцах.

Электронно-микроскопический анализ мице-
лия показал, что все три штамма образуют внекле-
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точные везикулы, обогащенные медью, содержание
которой достигало 46.9 ат. % (рис. 2). Ранее мы
продемонстрировали механизм детоксикации
меди путем образования внеклеточных везикул
для мезофильных Penicillium spp., обитающих в
кислых шахтных дренажах (Glukhova et al., 2018).
Высокая концентрация таких металлов, как же-
лезо и медь характерна не только для мест добычи
сульфидных руд, но для угольных месторожде-
ний. Определение молекулярных и атомных весов
элементов везикул (SEM-EDS) в наших экспери-
ментах показали, что обнаруженные внеклеточ-
ные везикулы значительно обогащены медью, и
соотношение атомного веса элементов в них не со-
ответствует таковому в молекуле мулуита. Связан-
ные с мицелием везикулы могут служить сайтами
нуклеации для дальнейшего образовании кристал-
лов мулуита. Для Aspergillus хорошо известен меха-
низм детоксификации меди, связанный с выведе-
нием ее избытка АТФазой Р-типа AfCrpA (Antsote-
gi-Uskola et al., 2020). Для A. fumigatus с помощью
флуоресцентной метки была показана связь Af-
CrpA с внутриклеточными везикулами, напоми-
нающими вакуолярные компоненты. Авторы
предполагают, что синтезированный de novo CrpA
перемещается от комплекса Гольджи к мембра-
нам клеток в условиях повышенной концентра-
ции меди. Экзоцитоз везикул может быть логич-

ным завершением детоксификации меди из ваку-
олярных структур.

Таким образом, мы впервые показали, что тер-
мофильные/термотолерантные Aspergillus spp.
присутствуют в горящих отходах добычи угля и
могут связывать медь в виде малорастворимого
кристаллического мулуита. Очевидно, что мулуит
является минорным компонентом в отходах до-
бычи угля вследствие невысокого содержания ме-
ди, поэтому мы не смогли зафиксировать его при-
сутствие в горельниках на месторождении Бун-
гурский Северный. Мулуит был ранее обнаружен
нами в одной из девяти исследованных проб го-
рельников угля на месторождении Чаган-Узун на
Алтае, проанализированных методом дифракци-
онного анализа (Glukhova et al., 2018).
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Рис. 1. Дифрактограммы твердых фаз из мицелия трех штаммов термофильных/термотолерантных Aspergillus spp.: 1 –
химический контроль без инокулята; 2 – Aspergillius sp. RBS-31; 3 – Aspergillius sp. RBS-32; 4 – Aspergillius sp. RBS-33.
Mo – мулуит, CuC2O4 · H2O.
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С 40.21
O 9.76
P 0.20
Fe 1.45
Cu 46.88
Au 1.51
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Abstract—Micromycetes can precipitate metals in the form of insoluble oxalates, thus participating in metal
removal from geochemical cycling and in secondary mineral formation. Metal precipitation has a practical
application for bioleaching and bioremediation. Micromycetes from the genus Aspergillus are used as model
organisms to study metal precipitation. All known biomineralization processes carried out by micromycetes
described so far involved mesophilic organisms. Thermophilic eukaryotes may be advantageous for biotech-
nologies. This study reports the isolation of thermophilic/thermotolerat Aspergillus spp. from burning wastes
of coal mining in Kuzbass and their participation in formation of insoluble copper oxalate, moolooite. Cop-
per-enriched extracellular vesicles formed in the process may act as nucleation sites for the moolooite crystals
formation.

Keywords: Aspergillus, ITS, extracellular vesicles, moolooite, copper oxalates
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