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Обнаружена способность галоалкалофильного микроорганизма Halonatronomonas betaini Z-7014Т

использовать глицинбетаин как акцептор электронов в реакции Стикленда с его последующим вос-
становительным расщеплением до триметиламина и ацетата. В качестве доноров электронов исполь-
зовались лейцин, аланин, валин, изолейцин и серин, а также неидентифицированные олигопептиды,
входящие в состав таких белковых гидролизатов, как дрожжевой экстракт, триптон, пептон и сойтон.
Максимальная стимуляция роста культуры бетаином была получена на дрожжевом экстракте. Для
сочетаний аминокислота + бетаин были определены соотношения субстрат/продукт и получены
балансовые уравнения. Впервые продемонстрирована деградация бетаина в реакции Стикленда для
алкалофильных микроорганизмов, входящих в состав биоценозов содовых озер.
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Содовые озера представляют собой особые
водные экосистемы, отличительной чертой кото-
рых является присутствие, помимо хлорида, так-
же и карбоната/бикарбоната натрия в различных,
вплоть до насыщающих, концентрациях, что, со-
ответственно, определяет устойчивые значения
рН среды в щелочном диапазоне. Несмотря на
экстремальные условия, такие экосистемы харак-
теризуются высоким биоразнообразием гало-
фильных микроорганизмов с разной степенью
алкалофилии (Grant, Jones, 2016). Развитие лю-
бых микробных биоценозов сопровождается как
ростом, так и отмиранием клеток, в результате че-
го в микроокружении живых клеток появляются
органические компоненты отмершей микробной
биомассы. Одним из таких компонентов, харак-
терных именно для биоценозов, населяющих во-
доемы с повышенной концентрацией натрия, яв-
ляется глицинбетаин.

Глицинбетаин (далее бетаин) представляет со-
бой триметилированное производное глицина,
является широко распространенным осморегуля-
тором и обнаруживается повсеместно в клетках
живых организмов от бактерий и архей до растений,
морских простейших и млекопитающих (Yancey
et al., 1982; Galinski, Truper, 1994; Annunziata et al.,
2019). С точки зрения экологической микробио-

логии наибольший интерес представляют про-
цессы анаэробной деструкции бетаина, при кото-
ром его разложение является неполным и приводит
к образованию веществ с меньшей молекулярной
массой, могущих служить субстратами для других
микроорганизмов биоценоза. Изучение бактери-
альной анаэробной деструкции бетаина началось
с 80-х гг. ХХ в. и продолжается с некоторыми пе-
рерывами до настоящего времени, причем основ-
ными объектами выступали сначала негалофиль-
ные, а затем галофильные бактерии (Oren, 1990;
Zou et al., 2016).

Анаэробные галоалкалофилы, участвующие в
разложении бетаина, впервые были выделены и
подробно охарактеризованы лишь недавно со-
трудниками ФИЦ Биотехнологии РАН (Sorokin,
2021; Boltyanskaya et al., 2022). В обеих работах ис-
ходным материалом послужили природные об-
разцы гиперсоленых озер Алтайского края. В пер-
вой работе из накопительных культур с бетаином
было получено два штамма ‒ ANB-GB1 и ANB-
GB2, относящиеся к роду Natroniella и способные
к сбраживанию бетаина до триметиламина (ТМА) и
ацетата, а также штамм AArc-GB, относящийся к
роду Halalkaliarchaeum (Sorokin, 2021). Последний
разлагал бетаин в окислительно-восстановитель-
ной реакции с серой как акцептором электронов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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Во второй работе был выделен штамм Z-7014T,
образовавший новый род и вид, Halonatronomonas
betaini, в порядке Halanaerobiales (Boltyanskaya
et al., 2022). Несмотря на то, что исходно штамм
был выделен на минеральной среде с бетаином,
рост чистой культуры в этих условиях был крайне
слабым (максимальная оптическая плотность
(ОП600) 0.04), но воспроизводимым на протяже-
нии 5 последовательных пересевов. В каждом пе-
ресеве был детектирован ТМА, являющийся харак-
терным продуктом анаэробного разложения бета-
ина. В этой связи мы выдвинули предположение,
что штамм Z-7014Т использует бетаин не как источ-
ник энергии и углерода, а как акцептор электронов,
донором которых служат компоненты дрожжевого
экстракта в низкой концентрации (0.2 г/л). Послед-
ний часто добавляют в среды для алкалофилов как
источник ростовых факторов. В этом случае слабый
рост может объясняться лимитированием одним
из компонентов редокс-реакции.

Целью данной работы было проверить это
предположение, выявить возможность роста
штамма Z-7014Т с бетаином как акцептором на
пептидах и индивидуальных аминокислотах, оце-
нить стимулирующий эффект, провести анализ
возможных продуктов реакций и составить для
них балансовые уравнения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Организм и культивирование. В работе исполь-

зовали типовой штамм Halonatronomonas betaini
Z-7014T (=KCTC 25237T, =VKM B-3506T), выде-
ленный из осадков содового озера Танатар III
(Алтайский край, Россия). Организм культиви-
ровали в строго анаэробных условиях при 42°С в
пробирках Хангейта или бутылях объемом 500 мл
на минеральной среде с рН 8.5, описанной ранее
(Boltyanskaya et al., 2022).

Концентрации белковых гидролизатов в опытах
(дрожжевой экстракт, пептон, сойтон, триптон, ка-
заминовые кислоты) составляли 1.5 г/л. Для
скрининга на предмет использования аминокис-
лот совместно с бетаином их также вносили до
конечной концентрации 1.5 г/л. Для получения
балансовых уравнений концентрации аланина,
лейцина, изолейцина и валина были около 11 мМ,
серина – 20 мМ. Раствор бетаина, предваритель-
но нейтрализованный 12 M NaOH, вносили в сре-
ды до конечной концентрации 3 г/л (19.5 мМ).
Такие значения были взяты, исходя из описан-
ных в литературе соотношений аминокисло-
та/бетаин (Naumann et al., 1983). Среды с амино-
кислотами дополняли (г/л): NH4Cl – 0.5, дрож-
жевым экстрактом – 0.2, а также раствором
витаминов – 10 мл/л (Drake, 1994).

Засев производили культурами, взятыми из се-
редины логарифмической фазы роста, из расчета

1–3% (об./об.). Опыты проводили в трех незави-
симых повторностях. Все полученные данные яв-
ляются усредненными по результатам этих экспе-
риментов.

Определение роста. Рост культуры контроли-
ровали по увеличению оптической плотности (ОП)
при 600 нм на спектрофотометре КФК-3 (Россия)
в 1-см кюветах.

Аналитические методы. В культуральной жид-
кости, свободной от клеток, измеряли концентра-
ции субстратов и продуктов микробной активно-
сти. Аммоний определяли по реакции с реактивом
Несслера после изотермической микровозгонки
в виде свободного аммиака. В образце культу-
ральной жидкости, оставшейся после удаления
аммония, определяли концентрацию аминокислот
методом с о-фталевым диальдегидом (Alvarez-Co-
que et al., 1989). Для каждой аминокислоты была
построена своя калибровочная кривая. Бетаин
определяли методом ВЭЖХ на хроматографе
Стайер (“Аквилон”, Россия). Разделение проводи-
ли на колонке Partisil 5 ODS 3 (“Whatman”, США).
Состав элюента: 20 мМ КН2РО4, 10 мМ КОН, 1%
ацетонитрила; рН 6.9, расход 0.8 мл/мин. Детек-
тирование проводили с УФ детектором при 210 нм.
ТМА, ацетат и другие летучие жирные кислоты
(ЛЖК) определяли методом ГЖХ на хроматографе
Кристалл 5000.2 (“Хроматэк”, Россия). Газ-носи-
тель – азот, детектор – пламенно-ионизационный.
Образцы для определения ТМА подщелачивали
6 М КОН в герметично закрытой виале, переме-
шивали и 1 мкл жидкой фазы вводили в капилляр-
ную колонку PoraPLOT 25 м × 0.32 мм × 10 мкм
(“Phenomenex”, США). Температурный режим
колонки – изотермический, 160°С. Образцы для
определения ЛЖК подкисляли 5 М фосфорной
кислотой, перемешивали и 1 мкл образца вводили в
насадочную колонку 1 м × 3 мм, заполненную фа-
зой Carbopack C, 0.3% Carbowax 20M, 0.1% H3PO4
(“Supelco”, США). Температурный режим колон-
ки – программируемый.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние бетаина на рост H. betaini на белковых
гидролизатах. Ранее нами было показано, что
штамм Z-7014T способен сбраживать коммерче-
ские пептидоподобные субстраты, но не белки
(Boltyanskaya et al., 2022). Предпочтительным
оказался дрожжевой экстракт, рост на триптоне,
сойтоне и пептоне был более слабым. С учетом
поставленной задачи представлялось важным
проверить, стимулирует ли присутствие бетаина
рост штамма на этих белковых гидролизатах (рис. 1а,
1б). Как видно из графиков, наиболее значитель-
ную стимуляцию роста (3–3.5-кратная) наблюда-
ли для пары дрожжевой экстракт + бетаин. При
росте на триптоне наличие бетаина приводило к
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увеличению конечной ОП культуры примерно
вдвое, однако абсолютные значения оставались
существенно более низкими, чем даже в случае
дрожжевого экстракта без акцептора. Напротив,
на сойтоне и пептоне в первые трое суток роста в
случае присутствия бетаина стимуляция была ли-
бо очень слабой (сойтон), либо вовсе отсутство-
вала (пептон). В обоих случаях в отсутствие бета-
ина рост на сойтоне и пептоне достигал максиму-
ма через 3 сут, после чего начинался лизис. В
присутствии бетаина рост на сойтоне продолжался
и после 3 сут, тогда как на пептоне ОП достигала
максимума через 3 сут и оставалась примерно по-
стоянной, без признаков лизиса культуры. Воз-
можно, при росте на пептоне бетаин играет роль
не акцептора, а вещества, оказывающего стаби-
лизирующее действие на клетки. Разница в сти-
мулирующем эффекте может быть частично свя-
зана с различиями в аминокислотном составе
белковых гидролизатов (табл. 1). Также известно,
что, помимо аминокислот, эти гидролизаты со-
держат олигопептиды различной длины, количе-
ства которых не нормируются, а дрожжевой экс-
тракт, кроме того, содержит еще и вещества небел-
ковой природы (Zimbro, Power, 2003).

Помимо увеличения ОП при росте на среде с
дрожжевым экстрактом и бетаином было обнару-
жено 4-кратное в сравнении с ростом без бетаина
возрастание концентрации ацетата – основного
продукта брожения белков, а также появление
7.8 мМ ТМА, индикатора использования бетаина.
В присутствии бетаина также появился набор
ЛЖК, характерных для анаэробного распада бел-
ков (менее 1 мМ каждой): пропионат, изо-бути-
рат, н-бутират, 2-метилбутират и изо-валерат. Ис-
ходя из полученных результатов, представлялось
важным оценить возможность стимуляции роста
бетаином, заменив дрожжевой экстракт индиви-
дуальными аминокислотами.

Влияние бетаина на использование аминокислот
H. betaini. Ранее было показано, что H. betaini не
сбраживает ни одну из 20 кодируемых (протеино-
генных) аминокислот (Boltyanskaya et al., 2022).
Однако отсутствие роста на индивидуальных

аминокислотах не исключает возможности их
утилизации в окислительно-восстановительной
реакции с внешним акцептором – бетаином в на-
шем случае. Оказалось, что в таких условиях рост
штамма поддерживают пять из 20 протестирован-
ных аминокислот – лейцин, аланин, валин, изо-
лейцин и серин. Стимуляции роста бетаином на
остальных аминокислотах либо не происходило
вообще, либо эффект был крайне слабым. На рис. 2
представлены данные по росту штамма Z-7014T

на парах аминокислота + бетаин, а в табл. 2 пока-
заны количества использованных субстратов, об-
разовавшихся продуктов, а также соотношения

Рис. 1. Динамика роста H. betaini на белковых гидро-
лизатах с бетаином и без него: (а) – (1) дрожжевой
экстракт + бетаин; (2) триптон + бетаин; (3) дрожже-
вой экстракт; (4) триптон; (б): – (1) сойтон + бетаин;
(2) пептон + бетаин; (3) сойтон; (4) пептон.
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Таблица 1. Процентное содержание свободных аминокислот в белковых гидролизатах Bacto (BD, USA) (Zimbro,
Power, 2003). Показаны только те аминокислоты, которые использует штамм Z-7014T

Аминокислота Пептон Сойтон Триптон Дрожжевой 
экстракт

Казаминовые 
кислоты

Аланин 1.2 0.4 1.0 4.4 3.0
Изолейцин 0.6 0.6 1.3 1.8 3.1
Лейцин 1.6 1.7 4.8 3.0 4.6
Серин 0.4 0.3 0.7 1.3 4.3
Валин 0.7 0.4 1.7 2.2 4.7
Сумма 4.5 3.4 9.5 12.7 19.7
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между ними. Как видно из табл. 2, во всех случаях
основными продуктами являлись ацетат, ТМА и
аммиак. При росте на лейцине, изолейцине и ва-
лине дополнительно обнаруживались продукты
дезаминирования этих аминокислот – изо-вале-
рат, 2-метилбутират и изо-бутират соответственно.
Следует отметить, что те же органические кислоты
были идентифицированы при росте H. betaini на
дрожжевом экстракте, что говорит о способности
организма использовать одновременно и пепти-
ды, и свободные аминокислоты. Продукты не-
полного восстановления бетаина – N,N-диметил-
глицин и саркозин, а также монометиламин и ди-
метиламин среди продуктов реакций обнаружены
не были. Потребление аланина, изолейцина и вали-
на оказалось практически полным, тогда как лей-
цин и серин израсходовались лишь частично. При
этом максимальный рост с бетаином наблюдался
на серине, а минимальный – на лейцине. Рост на
аланине с бетаином был почти вдвое слабее, чем
на изолейцине, валине или серине, однако количе-

ства образовавшихся продуктов были близки (рис.
2, табл. 2). Возможно, распад аминокислот разли-
чался по энергетическому выходу.

Интересным является тот факт, что, несмотря на
хороший рост на индивидуальных аминокислотах с
бетаином, рост на паре казаминовые кислоты + бе-
таин был близок к контролю (ОП600 0.03). При этом
удельное содержание пяти аминокислот, исполь-
зуемых штаммом Z-7014T, в казаминовых кислотах
было выше, чем в дрожжевом экстракте (табл. 1).
Мы предполагаем, что при совместном присут-
ствии пептидов и аминокислот (как в дрожжевом
экстракте), штамм Z-7014T, возможно, предпочи-
тает пептиды, а не аминокислоты. В составе каза-
миновых кислот пептидов нет (Zimbro, Power,
2003). С другой стороны, отсутствие роста может
быть связано с низким удельным суммарным со-
держанием лейцина, аланина, валина, изолейцина
и серина в казаминовых кислотах: 1.5 г/л казамино-
вых кислот соответствуют 0.3 г/л этих аминокислот
в сумме. Однако четырехкратное увеличение кон-
центрации казаминовых кислот не привело к за-
метному улучшению роста.

Впервые совместное использование амино-
кислот в реакции Стикленда с бетаином как ак-
цептором было продемонстрировано у анаэробной
бактерии Clostridium sporogenes (Naumann et al.,
1983). Как и в случае H. betaini, бетаин в качестве
единственного субстрата не использовался. Для
лейцина, аланина, валина и изолейцина авторами
были определены продукты реакций и получено
общее балансовое уравнение:

где R–СН3 для аланина, для остальных трех ами-
нокислот структуры, соответствующие каждой
аминокислоте.

2 2

2 3

R CH NH COOH 2бетаин 2H О
2ацетат 2ТМА CO NH R COOH

)
,

(− − + + →
→ + + + + −

Рис. 2. Максимально достигнутые значения ОП при
росте H. betaini на аминокислотах с бетаином.
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ДЕТКОВА и др.

Проведенные балансовые расчеты (колонки
отношений субстрат/продукт в табл. 2) показали
соответствие полученных нами отношений коэф-
фициентам в вышеприведенном уравнении. Такое
же соответствие получено нами и для серина, для
которого не было обнаружено иных продуктов,
кроме нижеперечисленных, и для которого извест-
но следующее уравнение (Mouné et al., 1999):

После пионерской работы Naumann et al.
(1983) было обнаружено, что среди видов рода
Clostridium реакция Стикленда с бетаином до-
вольно распространена (Möller et al., 1986), а
позднее было выделено еще несколько таксоно-
мически разных анаэробов, способных к осу-
ществлению этой реакции: Peptoclostridium (ранее
Eubacterium) acidaminophilum (Zindel et al., 1988),
Clostridium halophilum и Peptoclostridium (ранее
Clostridium) litorale (Fendrich et al., 1990), Haloan-
aerobacter salinarius (Mouné et al., 1999), Halanaero-
bacter lacunarum (ранее Halobacteroides lacunaris)
(La Cono et al., 2015), “Oceanirhabdus seepicola” (Li
et al., 2021).

В анаэробных условиях деградация бетаина
происходит тремя различными способами: 1) бро-
жением; 2) использованием в качестве субстрата и
донора электронов в окислительно-восстанови-
тельной реакции; 3) использованием в качестве
акцептора электронов при росте на аминокисло-
тах (реакция Стикленда) и других веществах-до-
норов, среди которых формиат, водород и другие,
ключевые для микробного сообщества метабио-
тики.

К бродильщикам относятся Eubacterium limosum
(Müller et al., 1981), Sporomusa sphaeroides и S. ovata
(Möller et al., 1984), Acetohalobium arabaticum (Жи-
лина, Заварзин, 1990), Haloanaerobium alcaliphilum
(Tsai et al., 1995), а также алкалофильные штаммы
Natroniella spp. (Sorokin, 2021), осуществляющие
этот процесс в условиях содовых озер. Использо-
вание бетаина как донора с сульфатом в качестве
акцептора электронов характерно, в частности,
для видов Desulfobacterium (Heijthuijsen, Hansen,
1989) и галоалкалофильной археи Halalkaliarchae-
um sp. (Sorokin, 2021).

Таким образом, к началу наших исследований
восстановление бетаина было продемонстриро-
вано только для микроорганизмов, выделенных
из пресноводных и соленых водоемов, но оставалось
неизвестным для алкалофилов. Следовательно,
H. betaini является первым организмом, осуществ-
ляющим эту реакцию в условиях высокой карбо-
натной щелочности.

Учитывая, что H. betaini был выделен из при-
родного сообщества, можно предположить, что
он является важным компонентом трофической

2

2 3

Cерин бетаин H О
2ацетат ТМА N .CO H

+ + →
→ + + +

цепи, разлагающим глицинбетаин с образовани-
ем ТМА и ацетата – известных субстратов для ме-
таногенных и сульфатредуцирующих бактерий.
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Glycine Betaine Degradation via the Stickland Reaction by a Haloalkaliphilic Bacterium 
Halonatronomonas betaini Isolated from the Tanatar III Soda Lake
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Abstract—The haloalkaliphilic microorganism Halonatronomonas betaini Z-7014Т was found to use glycine
betaine as an electron acceptor in the Stickland reaction, resulting in its subsequent degradation to trimethyl-
amine and acetate. The electron donors used were leucine, alanine, valine, isoleucine, and serine, as well as
unidentified oligopeptides present in such protein hydrolysates as yeast extract, tryptone, peptone, and soy-
tone. The most pronounced growth stimulation by betaine was observed in the presence of yeast extract. The
substrate/product ratios were determined for the combinations of amino acids and betaine, and the balance
equations were obtained. This is the first report on betaine degradation in the Stickland reaction by alkaliphil-
ic microorganisms from soda lake biocoenoses.

Keywords: betaine, amino acids, trimethylamine, Stickland reaction, haloalkaliphiles, soda lakes
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