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Из грунта Новоафонской пещеры (Абхазия) выделено 9 хитин-деградирующих изолятов умеренно
термофильных бактерий, с оптимумом роста и максимальной скоростью деструкции хитина при
50–55°С. Из семи изолятов, формирующих воздушный мицелий, отобрано четыре наиболее актив-
ных культуры с уровнем продукции хитиназ 0.11–0.28 ед./мл (при 48°С). На основе оценки культу-
рально-морфологических и физиолого-биохимических признаков, а также c помощью анализа гена
16S рРНК отобранные изоляты были отнесены к виду Laceyella sp. и образовывали единый кластер
на филогенетическом древе с видами L. sacchari, L. sediminis и L. tengchongensis при уровне идентич-
ности 96.43–97.21%. Локализация термоактиномицетов в пещере была приурочена к зонам экскур-
сионного маршрута и к району затопления паводковыми водами. Штаммы Laceyella spp. NAC-16-5
A-4 и NAC-16-5 A-5 деградировали коллоидный хитин (5 г/л) на 85–100% после 96 ч глубинного
культивирования (48°С). Синтез хитинолитических ферментов имеет индуцибельный характер у
всех отобранных штаммов, достигая максимальных значений в присутствии крабового хитина.
Ферментный комплекс Laceyella sp. NAC-16-5 A-4 проявляет активность в диапазоне рН 4–10.5 с
двумя оптимумами при рН 5.5 и 7. Неочищенные хитиназы всех отобранных штаммов показывали
максимальную активность при 60–70°С с одинаковыми значениями температурного оптимума
(65°С), однако наиболее стабильными при 70°С являлись ферментные комплексы штаммов NAC-
16-5 A-2 и NAC-16-5 A-4.
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бильные хитиназы, биодеградация хитина, микробные сообщества пещер, Новоафонская пещера
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Изучение особенностей функционирования
микробных сообществ пещерных экосистем имеет
существенное значение для выявления взаимосвя-
зей их филогенетического и функционального
разнообразия с факторами внешней среды и пони-
мания их роли в геохимических процессах (Хиж-
няк и соавт., 2003; Кондратьева и соавт., 2016; De
Mandal et al., 2017). Ограниченность в источниках
питательных веществ и энергии создает внутри
пещер особую олиготрофную среду, где первич-
ная продукция органического вещества осу-
ществляется хемолитоавтотрофными бактерия-
ми, которые, в свою очередь, поддерживают рост
различных групп хемоорганотрофных микроор-
ганизмов. Органическое вещество может также
привноситься в пещерные экосистемы извне, за

счет водных источников, животных (беспозво-
ночные, рукокрылые), постоянно или временно
обитающих в подземных полостях (троглофилы,
троглобионты, троглоксены и др.), а также дея-
тельности человека (Howarth, 2003).

Однако роль пещерных сообществ микроорга-
низмов в биодеградации аллохтонной органики
остается малоизученной. Представители пещер-
ной микробиоты могут представлять интерес как
потенциальные продуценты новых биоактивных
соединений или ферментов деградации трудно-
разлагаемых природных полимеров (Tomova et al.,
2013; Ghosh et al., 2017). Некоторую часть пещер-
ной органики может составлять хитин, как основ-
ной структурный компонент экзоскелета многих
беспозвоночных обитателей пещер. Присутствие

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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хитина в пещерах обусловлено также развитием
микроскопических грибов на аллохтонных орга-
нических субстратах, в том числе антропогенного
происхождения (Кузьмина и соавт., 2012; Кума-
няев и соавт., 2014), а также накоплением продук-
тов жизнедеятельности летучих мышей, в пище-
вом рационе которых преобладают насекомые
(Whiteker et al., 2004).

Известно, что в наземных экосистемах среди
наиболее активных бактериальных деструкторов
хитина преобладают, как правило, актинобакте-
рии, бациллы и некоторые представители гамма-
протеобактерий (Swiontek Brzezinska et al., 2014).
Однако состав, разнообразие и распространение
бактериальных или грибных деструкторов хитина
в микробных сообществах пещер остаются пока
малоизученными.

В процессе исследования микробиоты Новоа-
фонской пещеры (Абхазия), одной из наиболее
известных крупных экскурсионных пещер Север-
ного Кавказа, нами были выделены умеренно
термофильные хитин-деградирующие изоляты,
позднее отнесенные к представителям термоак-
тиномицетов рода Laceyella. По морфологическо-
му строению и экологически эта группа сходна с
актинобактериями, однако в филогенетическом
отношении и по способности формировать эндо-
споры она входит в отряд Bacillales (Goodfellow,
Jones, 2009). До настоящего времени не сообща-
лось о присутствии термоактиномицетов в есте-
ственных подземных полостях, что обусловлено
особенностями микроклимата пещер и олиго-
трофной средой обитания. Среди представителей
Thermoactinomycetaceae встречаются как термо-
фильные, так и мезофильные виды, в биотехно-
логическом аспекте эти бактерии представляют
интерес как источник термостабильных фермен-
тов и новых антимикробных соединений. К на-
стоящему времени хитиназы были охарактеризо-
ваны только у двух известных видов термоакти-
номицетов (Yoon et al., 1998; Shibasaki et al., 2014).

Целью данной работы являлась характеристика
новых хитинолитических изолятов термоактино-
мицетов рода Laceyella, впервые обнаруженных в
грунтах Новоафонской пещеры, и оценка термо-
стабильных свойств секретируемых ими хитиназ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе исследовали хитинолитические
штаммы термоактиномицетов, выделенные в
2016 г. из грунта Новоафонской пещеры (Абха-
зия, 43°6′2.2′′ N, 40°47′26.2′′ E, рис. 1а). Образцы
грунта, а также гипсовые натечные образования
на стенах полости отбирали стерильно в различ-
ных частях пещеры (рис. 1б). Полевую влажность
образцов определяли весовым методом, высуши-
вая их до постоянного веса при 105°С. Температу-

ру и влажность воздуха в зонах отбора измеряли с
помощью аспирационного психрометра МВ-4-М.
Образцы суспендировали по 10 г (в расчете на
влажный вес) в 100 мл стерильной водопроводной
воды и оставляли на 30 мин в колбах Эрленмейера
при комнатной температуре и постоянном пере-
мешивании (150 об./мин). Приготовленную сус-
пензию высевали методом серийных разведений на
мясопептонный агар (МПА) и инкубировали при
50°С в течение 48 ч. Выросшие отдельные колонии
отсевали уколом или штрихом на агаризованную
среду следующего состава (г/л): KH2PO4 – 1.0;
K2HPO4 3H2O – 0.5; (NH4)2HPO4 – 0.5; MgSO4 ∙
∙ 7H2O – 0.2; CaCl2 – 0.1; пептон – 3; дрожжевой
экстракт – 3; кукурузный экстракт – 1; коллоид-
ный хитин – 5; агар – 16; рН среды 6.5–6.7. Отсе-
янные изоляты также инкубировали в течение
48–72 ч при 50°С. Наличие хитинолитической ак-
тивности оценивали по образованию вокруг ко-
лоний ореолов просветления в агаре вследствие
гидролиза коллоидного хитина. Активные изоля-
ты повторно пересевали методом разведений на
среду того же состава, а также на овсяный агар для
получения чистой культуры и использовали в даль-
нейшей работе. Чистые культуры поддерживали
ежеквартальными пассажами на овсяном агаре,
либо на среде вышеописанного состава с исполь-
зованием в качестве источника углерода коллоид-
ного хитина или картофельного крахмала. Исход-
ные изоляты хранили в скошенном овсяном агаре
при 5°С, а также в ампулах в лиофильно высу-
шенном состоянии.

Для учета численности групп бактерий, разли-
чающихся по способу питания, приготовленные
суспензии образцов грунта высевали разведением
на селективные среды. Рост хемоорганогетеро-
трофных бактерий оценивали на ГМФ-агаре, ак-
тинобактерий – на крахмало-аммиачном агаре и
микроскопических грибов – на среде Чапека
(Звягинцев, 1991). Культивирование микроорга-
низмов на плотных средах проводили при 28°С в
течение 7 и 14 сут для бактерий и для микроско-
пических грибов соответственно.

Макро- и микроморфологические характери-
стики хитинолитических изолятов термоактино-
мицетов изучали в соответствии с основными
признаками этой группы, представленными в ру-
ководстве Берджи (Goodfellow, Jones, 2009). Для
выявления особенностей развития спорулирую-
щих структур и локализации спор с помощью све-
товой микроскопии проводили выращивание чи-
стых культур на предметном стекле согласно ре-
комендациям (Определитель бактерий Берджи,
1997). Микроскопические исследования культур
термоактиномицетов в прижизненном состоянии
и после окрашивания по Граму проводили с по-
мощью световой микроскопии на микроскопе
“Leica DM1000” с цифровой фотокамерой “Leica
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DFC290” (“Leica Microsystems”, Германия) при
увеличениях от ×400 до ×1000. Физиолого-био-
химические свойства изолятов, в том числе их
способность к образованию кислоты/газа из глю-
козы, сахарозы, маннита и трегалозы, образова-
нию ацетилметилкарбинола, гидролизу крахма-
ла, эскулина и арбутина, использованию цитрата
и др. определяли согласно описанным ранее ме-
тодам (Герхардт и соавт., 1984).

Филогенетическое положение новых хитино-
литических изолятов оценивали с помощью ана-
лиза фрагментов гена 16S рРНК (1244–
1320 п.о.). В качестве матрицы для ПЦР исполь-
зовали геномную ДНК бактериальных культур,
выделенную методом фенольной экстракции, с
последующей многократной очисткой смесью
фенол–хлороформ–изоамиловый спирт (25 : 24 : 1).
Амплификацию целевого продукта осуществля-
ли с использованием бактериальных праймеров
27F 5'-AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG-3' и
1492R 5'-АСGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT-3'.
ПЦР проводили в 25 мкл смеси, состоящей из 10×
буфера для Taq-полимеразы, 0.25 мМ дНTФ,
1.5 мМ MgCl2, 0.4 мкМ каждого праймера, 5 ед. акт.
Taq-полимеразы (все реактивы – “Синтол”, Рос-
сия) и 10 нг геномной ДНК при следующих усло-
виях: 95°С – 5 мин, далее 30 с при 94°С, 30 с при

55°С и 1 мин 20 с при 72°С – 30 циклов, 5 мин при
72°С в амплификаторе My Cycler (“Bio-Rad Labo-
ratories”, США). ПЦР-продукты разделяли элек-
трофорезом в горизонтальном агарозном геле
(0.8%) в буфере TBE × 0.5 при комнатной темпе-
ратуре, напряжении 5–15 В/см в течение 40 мин.
Агарозный гель окрашивали раствором броми-
стого этидия 0.5 мкг/мл в течение 5–10 мин и фо-
тографировали в УФ-свете с помощью системы
гель-документирования BioDocAnalyze (“Bio-
Rad Laboratories”, США). Для определения раз-
меров фрагментов использовали маркеры моле-
кулярных масс 100+ bp DNA Ladder и 1 kb DNA
Ladder (“Евроген”, Россия). Очистку ПЦР-про-
дуктов и последующую секвенирующую ПЦР
проводили с применением набора реактивов Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (“Applied Bio-
systems”, США) согласно инструкциям произво-
дителя.

Анализ гомологии частичной последователь-
ности гена 16S рРНК трех представителей хити-
нолитических термоактиномицетов и поиск го-
мологичных последовательностей осуществляли
с использованием баз данных Ribosomal Database
Project (RDP) (Cole et al., 2014) и GenBank соот-
ветственно (Benson et al., 2013). Множественное
выравнивание и филогенетический анализ полу-

Рис. 1. Географическое положение (а) и схематический план (б) Новоафонской пещеры. Зоны, обозначенные на пла-
не как NA-12, NA-31 и NA-64, соответствуют точкам отбора образцов грунта в залах Наарта, Абхиарца и Кораллитовой
галерее, из которых были выделены хитинолитические штаммы термоактиномицетов.
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ченных нуклеотидных последовательностей гена
16S рРНК проводили с помощью программы
MEGA7 (Kumar et al., 2016). Филогенетические
дерева строили методом “Neighbor-Joining”
(Saitou, Nei, 1987), при этом показатель “boot-
strap”-анализа соответствовал не менее чем 1000
альтернативным деревьям (Felsenstein, 1985).
Эволюционные расстояния рассчитывали мето-
дом Maximum Composite Likelihood (Tamura et al.,
2004). Частичные последовательности генов 16S
рРНК штаммов NAC-16-5 A-4, NAC-16-5 A-5 и
NAC-16-5 A-6 были депонированы в междуна-
родную базу данных GenBank под номерами
MN480778, MN480780 и MN480781 соответственно
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN480778.1/;/
MN480780;/MN480781).

Для количественной оценки продукции хити-
нолитических ферментов новыми штаммами тер-
моактиномицетов, анализа динамики их роста и
активности, отобранные культуры выращивали в
жидкой среде описанного выше состава. Культи-
вирование проводили в течение 96 ч на шейкере-
инкубаторе Innova 40R (“New Brunswick”, США)
при 48°С и 220 об./мин.

Хитинолитическую и хитозанолитическую ак-
тивность исследуемых изолятов измеряли с по-
мощью ранее описанных методов (Hëlisto et al.,
2001). Интенсивность накопления биомассы в
жидкой культуре термоактиномицетов оценива-
ли спектрофотометрически по показателям опти-
ческой плотности культуры при 600 нм. Степень
биодеградации хитина изолятами термофильных
бактерий оценивали по динамике увеличения
диаметра зон гидролиза коллоидного хитина во-
круг растущих колоний на агаровой среде в тече-
ние 7 сут культивирования при 37 и 45°С.

Кроме того, степень деструкции хитина не-
сколькими отобранными штаммами термоакти-
номицетов оценивали по сухому весу остаточного
нерастворимого субстрата после 4 сут их глубин-
ного культивирования при 48°С и 220 об./мин.
Негидролизованный хитин собирали фильтраци-
ей на воронке Бюхнера под вакуумом с использо-
ванием бумажных фильтров “Синяя лента”. Био-
массу из культуральной среды предварительно
удаляли тем же методом с помощью фильтров
“Белая лента”. Собранный хитин промывали ди-
стиллированной водой и высушивали при 105°С
до постоянного веса. Степень ферментативной де-
струкции коллоидного хитина определяли тем же
способом, после 6 ч инкубации (50°С) 1%-ной сус-
пензии данного полимера с супернатантами куль-
туральной среды трех штаммов термоактиномице-
тов. Количественно уровень деструкции субстрата
(destruction degree) рассчитывали по формуле
DD = [(C0–C1)/C1] × 100 (%), где С0 – начальная
концентрация хитина в культуральной среде или
реакционной смеси (мг/мл), С1 – остаточная

концентрация хитина в среде после завершения
культивирования, либо инкубации в присутствии
ферментных препаратов (мг/мл).

Коллоидный хитин готовили из крабового хи-
тина (ООО “Биопрогресс”, Россия) по модифи-
цированной методике Rodriguez-Kabana et al.
(1983). В работе использовали также хитозан с Mw
~500 кДа и степенью деацетилирования (СД)
~85%, любезно предоставленный лабораторией
инженерии биополимеров Института биоинже-
нерии ФИЦ “Фундаментальные основы биотех-
нологии” РАН.

Температурный и рН-оптимумы хитиназ фер-
ментных комплексов новых штаммов термоакти-
номицетов определяли при стандартных услови-
ях анализа, инкубируя их с субстратом в диапазо-
не температур 35–75°С и значений рН 3.5–10.5. В
качестве буферных систем использовали 0.2 М
фосфатно-цитратный буфер (рН 3.5–7.5), 0.2 М
натрий-фосфатный буфер (рН 7–8), 0.1 М трис-
HCl буфер (рН 7.5–9) и 0.1 М карбонатный буфер
(рН 9.2–10.5). Термостабильность ферментов в
супернатанте культуральной среды оценивали по их
остаточной активности после 15, 30, 45 и 60 мин ин-
кубации при 65, 70 и 80°С. Кинетику сорбции хити-
наз из супернатанта культуральной среды термоак-
тиномицетов изучали в течение 60 мин инкубации
ферментных препаратов с 0.5%-ной суспензией
коллоидного хитина на холоду при постоянном пе-
ремешивании. В конце этапов инкубации образцы
реакционной смеси центрифугировали (5 мин,
6708 g); степень сорбции рассчитывали по уровню
остаточной активности в надосадочной жид-
кости.

Эксперименты по оценке численности термо-
актиномицетов и других групп микроорганизмов
в образцах грунтов и минеральных отложениях, а
также количественный анализ хитинолитической
активности на чашках и в жидкой культуре про-
водили в трехкратной повторности, в качестве
ошибки среднего представляли стандартное от-
клонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследуемые в работе штаммы термоактино-
мицетов были выделены в рамках общей микро-
биологической оценки качественного и количе-
ственного состава культивируемой микробиоты
(включая санитарно-показательные группы мик-
роорганизмов) в грунтах и минеральных отложе-
ниях Новоафонской пещеры. Было исследовано
двенадцать проб грунта и натечных образований
со стен и пола, отобранных на всем протяжении
пещеры, в области рекреационного воздействия и
вне зоны посещения (рис. 1б, табл. 1). Термоак-
тиномицеты обнаруживались только в трех точ-
ках, соответствующих грунтам Зала Нартаа (у
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кромки озера Безымянное), Кораллитовой гале-
реи и Зала Абхиарца (рис. 1б). Эти части пещеры, за
исключением зоны отбора в Зале Наарта, характе-
ризовались значительным антропогенным загряз-
нением, связанным с экскурсионным маршрутом,
присутствием аллохтонной органики и зоной дей-
ствия промывных вод при очистке трапов. Содержа-
ние термоактиномицетов в исследованных образцах
было невысоким (от 0.6 до 2 × 102 КОЕ/г) по сравне-
нию с численностью мезофильных хемоорганоге-
теротрофов и актинобактерий (табл. 1). В отличие
от термоактиномицетов, умеренно термофиль-
ные бактерии, не имеющие мицелиальной мор-
фологии, обнаруживались в большинстве проб
грунта и ряда натечных образований стен пеще-
ры, однако в такой же незначительной численно-
сти (0.2–3.5 × 102 КОЕ/г; табл. 1). Наличие куль-
тивируемых умеренно термофильных бактерий в
грунтах Новоафонской пещеры может быть обу-
словлено довольно значительными средними
температурами нейтрального слоя почвы в дан-
ном регионе (~13–14°С). Так, в составе микро-
биоты грунтов пещер Южного Урала со средними
температурами нейтрального слоя около 5–6°С,
умеренно термофильные микроорганизмы не об-
наруживались (неопубликованные данные). Тер-
моактиномицеты в Новоафонской пещере, по всей
видимости, являются типичными представителями
аллохтонной микробиоты, заносимой с дневной
поверхности посетителями (с почвой и/или органи-
ческими остатками) туристического маршрута, ли-
бо с водотоками. Известно, что представителей
этого семейства обнаруживают преимущественно
в субстратах растительного происхождения, спо-
собных к самопроизвольному разогреву (Goodfel-
low, Jones, 2009). Интересным фактом является
то, что пробы грунта, в которых обнаруживали
термоактиномицеты, характеризовались наибо-
лее высоким содержанием микромицетов (2.81 ×
103–4.96 × 105 КОЕ/г), которые могут рассматри-
ваться как объективный показатель антропоген-
ного загрязнения пещерной экосистемы (табл. 1).
В то же время, представители колиформных бак-
терий (БГКП) не выявлялись ни в одном из об-
разцов грунта и минеральных образований.

Среди трех десятков микробных изолятов из
проб грунта Кораллитовой галереи, развиваю-
щихся на МПА при 50°С, девять активно гидро-
лизовали коллоидный хитин в агаре (рис. 2); из них
семь культур характеризовались мицелиальной
морфологией по данным микроскопии. Отобран-
ные хитин-деградирующие изоляты не развива-
лись в диапазоне температур 28–30°С, большин-
ство из них слабо росли при 37°С. Максимальная
динамика развития колоний и деструкции хитина
в агаризованной среде у всех изолятов наблюда-
лась при 45–50°С, положительно коррелируя с
абсолютными показателями их роста и фермента-
тивной активности (табл. 2). Наиболее высокие

интенсивность роста и степень деструкции хити-
на в агаризованной среде были отмечены у изоля-
тов А2, А4, А5 и А6 (табл. 2). Эти же культуры ха-
рактеризовались высоким уровнем спорообразо-
вания при 45–50°С по сравнению с остальными
изолятами.

Предварительная оценка уровня секреции хи-
тиназ и хитозан-деградирующих ферментов тер-
мофильными изолятами в глубинной культуре
(48○С, 220 об./мин) совпадала со значениями их
относительной хитинолитической активности на
агаризованной среде (табл. 3). Изоляты, показав-
шие максимальную продуктивность и обозначен-
ные как IB-NAc-16-5A4, IB-NAc-16-5A5 и IB-
NAc-16-5A6, были изучены по фенотипическим
характеристикам и филогенетическому положе-
нию.

При рассеве разведением на овсяном или
крахмалсодержащем агаре бактерии формирова-
ли сходные по морфологии округлые, не врастаю-
щие в агар колонии диаметром 5–12 мм, с неров-
ным краем и плоским профилем, матовой по-
верхностью и сухой консистенцией (рис. 3а).
Микроскопия 1–2-суточных культур показала
наличие у них мицелиальной морфологии, с хо-
рошо развитым субстратным и воздушным мице-
лием. Цвет воздушного мицелия варьировал от
белого до светло-кремового; субстратный мице-
лий имел более темное, оранжево-коричневое,
окрашивание. Накопления внеклеточных пиг-
ментов в среде культивирования не наблюдалось.
Исследуемые изоляты при росте на агаре форми-
ровали слабоветвящиеся гифы размером в попе-
речнике 0.7–1.2 мкм с обильным количеством
круглых спор диаметром 0.8–1.5 мкм, располагаю-
щихся одиночно на коротких спорофорах по бо-
кам гиф (рис. 3б, 3в). На стадии 24-ч культуры все
изоляты давали положительное окрашивание по
Граму и каталозоположительную реакцию. Иссле-
дуемые культуры активно росли в присутствии
глюкозы (без образования ацетилметилкарбино-
ла), сахарозы, маннита и трегалозы с образовани-
ем органических кислот, не утилизировали цит-
рат, ацетат и пропионат, не гидролизовали эску-
лин и арбутин. Наряду с хитином, все штаммы
активно гидролизовали крахмал и казеин (табл. 4).

Филогенетическое положение термофильных
хитинолитических изолятов с мицелиальной мор-
фологией оценивали на основе данных сравнитель-
ного анализа частичной последовательности гена
16S рРНК и близких ему последовательностей ти-
повых представителей семейства Thermoactinomy-
cetaceae. Уровень идентичности между ними на-
ходился в диапазоне 88.84–97.21%. Отобранные
изоляты показывали наибольшую близость к ти-
повым штаммам Laceyella sediminis RHA1, L. teng-
chongensis YIM 10002 и L. sacchari DSM 43356, об-
разуя с ним единый кластер на филогенетическом
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Рис. 2. Гидролиз коллоидного хитина в агаризованной среде изолятами термоактиномицетов при различных методах
посева: а – изолят А5, рассев разведением, 3 сут, 50°С; б – различающиеся по активности изоляты А3 и А4, посев уко-
лом, 4 сут, 45°С; в–г – изолят А6, вид сверху (в) и со дна чашки (г), посев штрихом, 3 сут, 48°С.

(а) (б)

(в) (г)

A-6
A-6

A-5

A-3

A-4

Рис. 3. а – Фотография колонии изолята IB-NAc-16-5A5 после 3-х сут культивирования на среде с коллоидным хити-
ном; б–в – световая микроскопия интактного мицелия термофильных изолятов IB-NAc-16-5A4 (б) и IB-NAc-16-5A6
(в), развивающегося в тонком слое овсяного агара при 50°С (36 ч). Стрелками показаны спорофоры с эндоспорами,
развивающиеся латерально на гифах.

10 мкм(б)(а) 10 мкм(в)
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древе (рис. 4), с различными уровнями идентич-
ности (табл. 5). Хотя в филогенетическом отно-
шении по гену 16S рРНК перечисленные виды
практически идентичны, по данным ДНК–ДНК
гибридизации и ряду хемотаксономических ха-
рактеристик они показывали некоторые отличия,
что используется для видовой дифференциации
данной группы (Chen et al., 2012). Поскольку фе-
нотипические особенности изолятов NAC-16-5
A-4, NAC-16-5 A-5 и NAC-16-5 A-6 были изучены
недостаточно, все они были обозначены как вид
Laceyella sp. Идентичен перечисленным штаммам
по результатам анализа гена 16S рРНК был менее
активный изолят NAC-16-5 A-2. Штаммы А-4,
А-5 и А-6 были депонированы во Всероссийскую
коллекцию микроорганизмов (ВКМ РАН) под но-

мерами В-3458, В-3459 и В-3460 соответственно.
Следует отметить, что два ближайших к L. sacchari
новых вида, L. sediminis RHA1 и L. tengchongensis
YIM 10002, существенно отличались по источни-
кам выделения от типового вида L. sacchari, кото-
рый обнаруживается, как правило, в раститель-
ных субстратах, таких как сахарный тростник, ба-
гасса, отходы переработки сахарных производств
и др. (Goodfellow, Jones, 2009). Если L. sediminis
был выделен из донных отложений горячего ис-
точника (55°С), то L. tengchongensis – из вулкани-
ческой почвы близ подножия вулкана (Chen et al.,
2012; Zhang et al., 2010). Однако в последние годы
появилось немало работ, описывающих изоляты
родов Thermoactinomyces и Laceyella из горячих и
теплых геотермальных источников (Panosyan

Таблица 2. Средняя суточная динамика радиального роста колоний и гидролиза коллоидного хитина (мм/сут)
термофильными изолятами из Новоафонской пещеры после 7 сут культивирования на агаризованной среде при
различных температурах

*Изоляты “А” – колонии с мицелиальной морфологией; “Б” – бактериальные колонии, не формирующие мицелия.

Номер
изолята*

37○С 45○С 50○С

скорость 
роста, мм/сут

гидролиз 
хитина, мм/сут

скорость
роста, мм/сут

гидролиз 
хитина, мм/сут

скорость
роста, мм/сут

гидролиз 
хитина, мм/сут

А2 1.65 ± 0.07 4.93 ± 0.10 7.5 ± 0.35 6.5 ± 0.10 7.93 ± 0.35 10.9 ± 0.38

А3 1.25 ± 0.35 2.64 ± 0.10 2.25 ± 0.35 3.64 ± 0.10 5.4 ± 0.35 6.2 ± 1.73

А4 2.11 ± 0.05 4.54 ± 0.25 9.75 ± 0.35 6.14 ± 0.20 9.89 ± 0.35 10.4 ± 0.67

А5 2.05 ± 0.07 4.5 ± 0.10 8.5 ± 0.71 6.86 ± 0.20 8.75 ± 0.35 8.7 ± 0.68

А6 2.11 ± 0.15 4.64 ± 0.35 9.5 ± 0.71 6.57 ± 0.20 10.15 ± 0.71 13.3 ± 0.15

А11 0 0 0.93 ± 0.10 1.64 ± 0.30 2.25 ± 0.25 3.5 ± 0.50

А12 0 0 2.18 ± 0.05 2.64 ± 0.51 4.15 ± 0.35 5.1 ± 0.56

Б1 2.25 ± 0.07 2.50 ± 0.14 2.7 ± 0.14 3.50 ± 0.14 4.67 ± 0.71 6.1 ± 2.0

Б2 1.25 ± 0.35 1.21 ± 0.10 1.45 ± 0.21 2.68 ± 0.15 2.31 ± 0.28 4.4 ± 0.94

Таблица 3. Продукция хитино- и хитозанолитических ферментов термофильными изолятами Новоафонской пе-
щеры при глубинном культивировании (48°С, 220 мин–1)

Номер
изолята

Хитиназная активность в КЖ, ед/мл Хитозаназная активность в КЖ, ед/мл

48 ч 72 ч 48 ч 72 ч

А2 0.105 ± 0.009 0.062 ± 0.007 0.455 ± 0.037 0.123 ± 0.011

А3 0.032 ± 0.002 0.030 ± 0.004 0.035 ± 0.004 0.033 ± 0.002

А4 0.268 ± 0.018 0.280 ± 0.017 0.668 ± 0.053 0.647 ± 0.059

А5 0.229 ± 0.017 0.234 ± 0.016 0.351 ± 0.032 0.627 ± 0.055

А6 0.133 ± 0.014 0.132 ± 0.014 0.612 ± 0.041 0.580 ± 0.041

А11 0.043 ± 0.004 0.040 ± 0.003 0.045 ± 0.005 0.051 ± 0.006

А12 0.031 ± 0.003 0.028 ± 0.003 0.034 ± 0.004 0.031 ± 0.004

Б1 0.027 ± 0.003 0.028 ± 0.003 0.031 ± 0.003 0.033 ± 0.004

Б2 0.024 ± 0.002 0.026 ± 0.003 0.027 ± 0.003 0.030 ± 0.003
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et al., 2019). По всей видимости, горячие источни-
ки могут быть такой же обычной средой обитания
для L. sacchari (Kaur et al., 2014). Тем не
менее, до настоящего времени не упоминалось об
обнаружении культивируемых представителей
Laceyella sp. в грунтах пещер. Выделенные нами
из разных зон Новоафонской пещеры штаммы
Laceyella sp., вероятно, относятся к одному виду,
несмотря на наличие незначительных фенотипи-
ческих вариаций. Между “новоафонскими”
штаммами и филогенетически близкими к ним
видами L. sediminis RHA1 и L. tengchongensis YIM
10002 имеется принципиальное различие в темпе-
ратурном диапазоне роста; в отличие от этих ви-
дов, выделенные нами штаммы не могли разви-
ваться при 28–35°С (Chen et al., 2012) и по данному
признаку были более близки к виду L. sacchari.
Среди других отмеченных перекрестных разли-
чий в физиологических свойствах исследуемых
штаммов с видами L. sediminis и L. tengchongensis
были способность к гидролизу крахмала и утили-
зация D-маннита (табл. 4). До настоящего време-
ни не сообщалось о способности L. sacchari и вы-

шеупомянутых родственных видов к активной
деструкции хитина, что позволяет рассматривать
новоафонские изоляты Laceyella spp. как обособ-
ленную группу. Тем не менее, корректная диффе-
ренциация новых штаммов требует более деталь-
ной характеристики ряда их физиологических,
хемотаксономических и генетических свойств,
что предполагается осуществить в дальнейших
исследованиях.

Максимальную степень конверсии коллоид-
ного хитина после 96 ч глубинного культивирова-
ния показывали штаммы Laceyella spp. NAC-16-5
A-4 и NAC-16-5 A-5 при 50–55°С, что совпадало с
данными динамики накопления хитинолитиче-
ских ферментов в культуральной среде (рис. 5а,
5б). Ферментные комплексы обоих этих штаммов
также осуществляли наиболее глубокую деполи-
меризацию субстрата в течение 4 ч инкубации, с
максимумами при 60–70 и 50–60°С соответствен-
но (табл. 6). Полученные результаты свидетель-
ствуют о термофильных свойствах хитиназ новых
штаммов Laceyella spp., в особенности, NAC-16-5
A-4.

Рис. 4. Филогенетическое древо на основе сравнительного анализа частичных последовательностей генов 16S рРНК
штаммов NAC-16-5 A-4 (MN480778), NAC-16-5 A-5 (MN480780) и NAC-16-5 A-6 (MN480781), а также близких им после-
довательностей типовых видов бактерий семейства Thermoactinomycetaceae. Цифрами указана достоверность ветвле-
ния, рассчитанная с помощью “bootstrap”-анализа (значимыми признаются величины больше 50). Масштаб отражает
эволюционное расстояние, соответствующее 5 нуклеотидным заменам на каждые 1000 нуклеотидов. В скобках указа-
ны номера, под которыми последовательности депонированы в базе данных GenBank.
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Как известно, из-за высокой активности и ста-
бильности при высоких температурах гидролитиче-
ские ферменты, в особенности, протеазы, амилазы
и липазы, продуцируемые различными видами се-
мейства Thermoactinomycetaceae, представляют ин-
терес для потенциального биотехнологического
применения (Goodfellow, Jones, 2009; Panosyan et al.,
2019). Основные аспекты использования термо-

стабильных хитиназ связаны с разработкой эф-
фективных процессов ферментативной транс-
формации и компостирования панцирь-содержа-
щих отходов переработки морских ракообразных
и моллюсков, а также получением биоактивных
олигомеров хитина и хитозана (Krolicka et al.,
2018). Хитиназы термоактиномицетов остаются
слабоизученными и в настоящее время охаракте-

Таблица 5. Уровни идентичности нуклеотидных последовательностей 16S рДНК хитин-деградирующих изоля-
тов термоактиномицетов Новоафонской пещеры с ближайшими родственными видами рода Laceyella

Номер изолята

Уровень идентичности с типовыми штаммами по 
последовательности гена 16S рРНК, % Количество 

нуклеотидовLaceyella sacchari 
DSM 43356

Laceyella tengchongensis
YIM 10002

Laceyella sediminis
RHA1

IB-NAc-16-5A4 97.21 97.13 96.97 1255
IB-NAc-16-5A5 96.43 96.58 96.43 1319
IB-NAc-16-5A6 96.74 96.89 96.74 1320

Рис. 5. Степень конверсии 0.5 мас. % коллоидного хитина (после 96 ч) в растворимые продукты (а) и динамика секре-
ции хитиназ (б) штаммами Laceyella spp. NAC-16-5 A-2 (1), NAC-16-5 A-4 (2), NAC-16-5 A-5 (3) и NAC-16-5 A-6 (4) при
глубинном культивировании (220 об. мин–1, 48°С). На рис. (а) не указан доверительный интервал для шт. 2, поскольку
во всех образцах наблюдался полный гидролиз (100%) субстрата.
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Таблица 6. Степень деполимеризации коллоидного хитина (5 мг/мл) ферментными комплексами (КЖ) штаммов
Laceyella spp. при различных температурах

Номер изолята

Степень конверсии коллоидного хитина после 4 ч инкубации
с ферментными препаратами (1 : 10), %

50○С 60○С 70○С 80○С

IB-NAc-16-5A2 14.8 ± 1.7 25.6 ± 3.3 23.4 ± 3.4 5.2 ± 1.3

IB-NAc-16-5A4 51 ± 5 94.4 ± 4.8 100 18 ± 2.3

IB-NAc-16-5A5 74.4 ± 7.7 56.2 ± 5.1 44 ± 4.3 10.6 ± 1.3

IB-NAc-16-5A6 47.6 ± 5.6 36.8 ± 4.3 25.8 ± 3.6 9.2 ± 1.5



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 89  № 5  2020

ХАРАКТЕРИСТИКА НОВЫХ ХИТИН-ДЕГРАДИРУЮЩИХ ШТАММОВ LACEYELLA SPP. 577

ризованы только у штаммов Thermoactinomyces
vulgaris KFB-C100 и L. putida JAM FM3001 (Yoon
et al., 1998; Shibasaki et al., 2014).

Синтез хитиназ новыми штаммами Laceyella
spp. имел индуцибельный характер и в наиболь-
шей степени осуществлялся в присутствии крабо-
вого хитина, переведенного в коллоидную форму
(табл. 7). Следует отметить, что существенно бо-
лее низкий уровень индукции хитиназ (в 4–7 раз)
у исследуемых бактерий в присутствии хитина
креветок может быть обусловлен более низким
качеством данного субстрата, меньшим содержа-
нием собственно хитина, возможным присут-
ствием ингибирующих соединений, поскольку в
работе использовали неочищенные от белков,
пигмента и солей кальция измельченные панци-
ри креветок. Данный фактор может быть также
причиной невысокого уровня индукции хитино-
литических ферментов в присутствии субстратов
грибного происхождения (табл. 7). Анализ кине-
тики аффинной сорбции хитиназ из внеклеточ-
ных комплексов трех штаммов Laceyella spp. на
коллоидном хитине показал различную степень
(от 65 до 80%) их связывания субстратом (рис. 6).
Присутствие в ферментном комплексе термоак-
тиномицетов хитиназ, содержащих в своей струк-
туре хитин-связывающие модули, демонстрирует
их потенциал в деградации трудноразлагаемых не-
растворимых форм хитина. Согласно предвари-
тельным данным, неочищенная хитиназа
штамма Laceyella sp. NAC-16-5 A-4 проявляла наи-
более высокую активность при рН 5.5 и 7, и 65°С
(рис. 7, 8а). Наличие двух пиков в рН-профиле
ферментного комплекса может свидетельство-
вать о синтезе Laceyella sp. NAC-16-5 A-4 хитиназ,
существенно различающихся по рН-оптимуму.
Хитиназы всех исследованных штаммов Laceyella
spp. характеризовались сходным температурным
оптимумом (65°С) и максимально активно гидро-

лизовали субстрат в интервале 60–70°С (рис. 8а),
что близко оптимуму исследованного штамма
L. putida JAM FM3001 (Shibasaki et al., 2014). Ис-
ключение составлял хитиназный комплекс штам-
ма NAC-16-5 A-6, показывающий максимальную
активность при 50 и 65–70°С (рис. 8а). Все фер-
ментные комплексы были стабильны при 65°С,
однако при 70°С и рН 6 значительную термоста-
бильность проявляли только хитиназы штаммов
NAC-16-5 A-4 и NAC-16-5 A-2 (рис. 8б). Получен-
ные результаты свидетельствуют о некоторых
различиях в свойствах хитинолитических фер-
ментов новых изолятов, что может отражаться в
особенностях биодеградации ими хитиновых суб-
стратов. Для выяснения механизмов ферментатив-
ной деструкции хитина бактериями рода Laceyella
необходима очистка и подробное изучение свойств,
а также субстратной специфичности ключевых хи-
тиназ наиболее активных штаммов. Синтез термо-
стабильных хитиназ пещерными изолятами Laceye-
lla spp. и относительно высокая продуктивность (до
0.58 ед./мл) штамма NAC-16-5 A-4 позволяют рас-
сматривать их в качестве альтернативы, либо до-
полнительного источника ранее описанным хи-
тиназам других групп термофильных и термотоле-
рантных микроорганизмов для потенциального
биотехнологического применения.

Таким образом, впервые в грунтах пещерной
экосистемы обнаружены представители термоак-
тиномицетов, отнесенные к виду Laceyella sp. и
способные активно деградировать хитин. Огра-
ниченная локализация этих бактерий, связанная
с местами значительного антропогенного загряз-
нения и близостью экскурсионного маршрута,
косвенно указывает на их аллохтонное происхож-
дение. Присутствие термоактиномицетов в грун-
тах отдаленной зоны экскурсионного маршрута,
но расположенной в полосе затопления озера за-
ла Нартаа, может быть также обусловлено их за-

Таблица 7. Синтез внеклеточных хитиназ наиболее активными штаммами Laceyella spp. в присутствии различных
источников углерода при глубинном культивировании (220 мин–1, 48○С, 48 ч)

Источник углерода, 0.5% масс.
Продукция хитиназ штаммами Laceyella spp., ед/мл

IB-NAc-16-5A4 IB-NAc-16-5A5 IB-NAc-16-5A6

Хитин из панциря краба (нативный) 0.141 ± 0.011 0.108 ± 0.009 0.074 ± 0.008
Хитин из панциря краба (коллоидный) 0.268 ± 0.018 0.229 ± 0.017 0.133 ± 0.014
Хитин из панциря креветок (неочищенный) 0.057 ± 0.006 0.032 ± 0.003 0.035 ± 0.004
Хитин из пчелиного подмора 0.144 ± 0.018 0.124 ± 0.018 0.062 ± 0.007
Биомасса плодовых тел гриба Lentinus edodes 0.056 ± 0.006 0.041 ± 0.004 0.048 ± 0.005
Мицелий Fusarium culmorum 0.032 ± 0.003 0.020 ± 0.003 0.027 ± 0.003
Крахмал картофельный 0.026 ± 0.005 0.025 ± 0.004 0.031 ± 0.004
Целлюлоза порошковая 0 0 0
D-глюкоза 0 0 0
N-ацетил-D-глюкозамин 0.024 ± 0.005 0.029 ± 0.003 0.017 ± 0.003
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носом в периоды паводков. Интересно, что в
увлажняемом глинистом грунте этой части пеще-
ры постоянно обнаруживаются многочисленные
колонии жука Jeannelius gloriosus Ljovushkin, 1965
(сем. Carabidae). Эти колонии приурочены к
скоплениям олигохет (Капралов, 2016) и, очевид-
но, также являются потенциальным источником
хитин-содержащей органики, способствующей
развитию хитинолитической микробиоты. Хи-
тин-деградирующие бактерии составляют до 30%
от количества термофильных изолятов; боль-
шинство из них сходны по макро- и микромор-
фологическим характеристикам и, по всей види-

мости, могут быть отнесены к термоактиномице-
там на основе данных идентификации четырех
наиболее активных штаммов Laceyella spp. Новые
штаммы Laceyella spp. представляют интерес как
перспективный источник термостабильных хи-
тиназ для биоконверсии хитин-содержащего сы-
рья. Более подробное изучение физиолого-био-
химических, хемотаксономических и генотипи-
ческих особенностей новых изолятов с целью их
видовой дифференциации, а также характеристи-
ка хитинолитических ферментов будут заверше-
ны в дальнейших исследованиях.

При проведении исследований использовали
оборудование ЦКП “Агидель” УФИЦ РАН.

Рис. 6. Кинетика адсорбции на коллоидном хитине
(0.52 мас. %) хитиназ из ферментных комплексов
штаммов Laceyella spp. NAC-16-5 A-4 (1), NAC-16-5
A-5 (2) и NAC-16-5 A-6 (3).
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Рис. 7. рН-Профиль активности хитинолитического
комплекса штамма Laceyella sp. NAC-16-5 A-4.
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Рис. 8. Температурный оптимум (а) и термостабильность при 70°С (б) хитинолитических комплексов штаммов Lac-
eyella spp. NAC-16-5 A-2 (1), NAC-16-5 A-4 (2), NAC-16-5 A-5 (3) и NAC-16-5 A-6 (4).
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Characterization of Novel Chitin-Degrading Laceyella spp. Strains from New Athos 
Cave (Abkhasia) Producing Thermostable Chitinases
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Nine chitin-degrading isolates of moderately thermophilic bacteria with temperature optimum for growth
and chitin destruction at 50–55°C were isolated from soils of the New Athos cave (Abkhazia). Four most ac-
tive bacterial cultures with chitinase production yields 0.11–0.28 U mL–1 (at 48°C) were screened from seven
isolates forming aerial mycelium. Selected isolates were identified as Laceyella sp. species based on their cul-
tural, morphological, physiological, and biochemical characteristics, as well as on phylogenetic analysis of
their 16S rRNA gene sequences; these formed a cluster with L. sacchari, L. sediminis, and L. tengchongensis
on the phylogenetic tree with sequence identity of 96.43–97.21%. Occurrence of isolated thermoactinomy-
cetes in the cave was confined to tour circuit zones and the area inundated with f lood waters. Laceyella spp.
strains NAC-16-5 A-4 and NAC-16-5 A-5 degraded 85–100% of colloidal chitin (5 g L–1) after 96 h of sub-
merged cultivation (48°C). Inducible synthesis of chitinolytic enzymes was observed in all selected strains
and reached its maximum in the presence of crab shell chitin. The enzymatic complex of Laceyella sp. NAC-
16-5 A-4 was active in pH range 4–10.5 with two optima at pH 5.5 and 7.0. While crude chitinases of all stud-
ied strains exhibited maximal activity at 60–70°C with similar temperature optima (65°C), the enzyme com-
plexes from strains NAC-16-5 A-2 and NAC-16-5 A-4 were most stable at 70°C.

Keywords: thermoactinomycetes, Laceyella sacchari, chitinolytic enzymes, thermostable chitinases, chitin
biodegradation, cave microbial communities, New Athos cave
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