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Пещера Шульган-Таш, или Капова, известна 
в мире благодаря наскальным рисункам, относя-
щимся к Верхнему палеолиту (рис. 1).

Как молекулярные, так и традиционные методы 
культивирования, примененные к анализу структу-
ры бактериального сообщества этой пещеры, по-
зволили идентифицировать представителей фил 
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Nitrospirae, 
Bacteroidetes, Verrucomicrobia и Acidobacteria, а также 
выделить новые штаммы Pseudomonas (Galimzianova 
et al., 2020). Изучение биоразнообразия карстовых 
пещер служит отправной точкой для поиска полез-
ных микробных метаболитов, имеющих перспекти-
вы практического использования. Секретируемые 
ферменты микроорганизмов широко используются 
в промышленности, сельском хозяйстве и медици-
не. Протеазы широко используются в пищевой, ко-
жевенной и кормовой промышленности, а также 
в производстве моющих средств (Abdul Razzaq et al., 
2019). Амилаза занимает примерно 25% мирового 
рынка ферментов (Reddy et al., 2007). Амилазы ши-
роко используются в хлебопекарной, пивоваренной, 
алкогольной промышленности и других пищевых 
технологиях (Gopinath et al., 2017). Внеклеточные 
бактериальные РНКазы, обладающие значительным 
потенциалом в качестве противовирусных (Ilinskaya, 
Shah-Mahmud, 2014; Shah Mahmud et al., 2017, 2018) 

и противоопухолевых средств (Mitkevich et al., 2015; 
Ilinskaya et al., 2016; Surchenko et al., 2020), являются 
перспективными агентами для медицины.

Целью настоящей работы было охарактеризо-
вать культивируемое бактериальное сообщество, 
собранное путем соскоба видимых колоний или 
биопленок со стен Каповой пещеры, и  оценить 
способность изолятов синтезировать секретируе-
мые гидролитические ферменты, а именно РНКа-
зы, протеазы и амилазы.

Сообщества, отобранные с семи образцов види-
мых колоний или биопленок со стен разных участ-
ков пещеры, культивировали на жидких средах 
Лурия‒Бертани (LB), Ризонера 2А (R2A) и Гаузе. 
Для выделения отдельных бактерий использовали 
как глубинные, так и поверхностные посевы. Чи-
стые культуры идентифицировали на основании 
секвенирования гена 16S рРНК (области V3‒V4). 
Полученные последовательности сравнивали с ге-
номной базой данных Национального центра био-
логической информации (NCBI) с использовани-
ем алгоритма BLAST для нуклеотидов (BLASTn) 
(Zhanget al., 2000).

Скрининг бактерий на способность синтези-
ровать секретируемые рибонуклеолитические, 
протеолитические и амилолитические ферменты 
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Рис. 1. Карта пещеры Шульган-Таш с обозначением 
мест отбора образцов для исследования.

проводили на следующих синтетических сре-
дах, соответственно: (а) — бесфосфорная среда, 
рН 8.5, г/л: Трис — 6.05; KCl — 5.0; NaCl — 1.0; 
(NH4)2SO4 – 2.0; Na3C6H5O7 – 1.0; MgSO4 ∙ 7 H2O — 
2.0; агар — 20.0. Перед инокуляцией в среду добав-
ляли 40% глюкозу (12.5 мл/л) и дрожжевую РНК 
(“Вектор”, Новосибирск, Россия) до конечной 
концентрации 5 мг/мл. (б) — cреда, содержащая 
(г/л): дрожжевой экстракт — 5.0; казеин — 5.0; 
NaCl — 5.0; агар-агар — 20.0; (в) — мясопептон-
ный агар с 0.8% крахмала.

Изоляты выращивали на чашках Петри с  ва-
риантами сред (а, б, в) в  течение 18 ч при 30 C. 
Активность гидролаз оценивали путем измере-
ния зон просветления вокруг колоний, выращен-
ных на соответствующем субстрате (РНК, казеин, 
крахмал) после заливки чашек 5% раствором 1н 

HCl (среда а), трихлоруксусной кислоты (среда б) 
и раствором Люголя (среда в) для визуализации 
зон гидролиза. Коэффициент гидролазной актив-
ности изолята рассчитывали как соотношение ра-
диуса колонии, включая зону прозрачности вокруг 
нее, к радиусу самой колонии. Согласно методике 
определения уровня активности гидролаз, коэффи-
циент ферментативной активности, равный еди-
нице, отражает отсутствие активности, поскольку 
в этом случае колония изолята не образует вокруг 
зоны лизиса субстрата. Коэффициент со значени-
ем больше единицы отражает активность секре-
тируемого фермента. Изоляты с  самой высокой 
метаболической активностью были отобраны для 
дальнейшего секвенирования полноразмерного 
гена 16S рРНК.

Анализ альфа-разнообразия культивируемых 
бактерий в биопленках показал, что образец 7 об-
ладает наибольшим таксономическим разнообра-
зием, а образцы 2 и 3 — наименьшим (табл. 1).

99 из 102 бактерий были идентифицированы до 
уровня рода или семейства. Большинство выделен-
ных бактерий (89%) оказались представителями фи-
лума Proteobacteria, тогда как остальные изоляты раз-
делились между тремя другими филумами, а именно 
Actinobacteria, Firmicutes и Bacteroidetes, на которые при-
шлось 5, 4 и 2% изолятов, соответственно. Два изолята 
были идентифицированы только на уровне семейства 
как Burkholderiaceae и Enterobacteriaceae (рис. 2а). Ко-
личественно (42 изолята) преобладали представители 
рода Pseudomonas.

Разнообразие бактериальных сообществ актив-
но изучается в пещерах Австралии, Китая, Италии, 
Испании и Турции (Holmes et al., 2001; Schabereiter-
Gurtner et al., 2004; Zhou et al., 2007; Ahamada 
Rachid, Doğruöz Güngör, 2023; Leuko et al., 2017). 
В большинстве этих пещер выявлено присутствие 
девяти групп доминантных бактерий: Proteobacteria, 
Acidobacteria, Planctomycetes, Chloroflexi, Bacteroidetes, 
G emmatimonadetes ,  Firmicutes ,  Nitrospirae , 
Actinobacteria, а также Archaea. Преобладание пред-
ставителей филума Proteobacteria зафиксировано 
также и в Каповой пещере.

Установлено, что 6 изолятов вообще не секрети-
ровали гидролазы, тогда как 73 изолята проявили 
протеазную активность, 57 изолятов — амилазную 
активность и 71 изолят — внеклеточную РНКазную 
активность, а 39 изолятов обладали всеми тремя 
внеклеточными ферментативными активностями 
(рис. 2б).

Самой высокой протеазной активностью 
обладали представители родов Pseudomonas, 
Stenotrophomonas, Bacillus, Acinetobacter и Yersinia. 
Изоляты родов Pseudomonas, Bacillus, Yersinia, 
Acinetobacter, Lysinibacillus, Polaromonas и Caulobacter 
показали наибольший уровень активности 
РНКазы, а  родов Pseudomonas, Serratia, Yersinia 
и Acinetobacter — амилазы.
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Рис. 2. Количество идентифицированных бактериальных изолятов (а) и их гидролитическая активность (б). На ри-
сунке (а): * — изолят определен только до уровня семейства; на рисунке (б) — номера изолятов указаны по окруж-
ности; А — значение коэффициента ферментативной активности равно 1.0, Б ‒ равно 1.5, В — равно 2.0.

Таблица 1. Таксономическое разнообразие культивируемых бактерий внутри сообществ со стен Каповой 
пещеры

№ 
образца

Число 
изолятов R Индекс 

Шеннона‒Винера Место отбора биопленок Морфотип биопленок со стен 
Каповой пещеры

1 15 4 1.285 1 этаж, зал Знаков,  
северо-западная стена Белые, шаровидные

2 9 2 0.678 1 этаж, низ колодца, западная 
стена

Белые, плоские с волнистым 
краем

3 11 2 0.678 2 этаж, арка зала Рисунков Бежевые выпуклые

4 13 3 0.798 1 этаж, начало зала Знаков, 
южная стена

Беловато-желтые 
корраловидные

5 8 2 0.697 1 этаж, зал Сталагмитовый Синие-оливковые 
крупнозернистые

6 26 6 1.36 2 этаж, начало Большого  
западного тупика Оливковые крупнозернистые

7 17 6 1.61 1 этаж, зал Купольный,  
восточная стена Коричневые с белой обводкой

Примечание. Индексы альфа-разнообразия: R ‒ количество таксонов; индекс Шеннона‒Винера ‒ равномерность распределения так-
сономических единиц.

Изолят с  самой высокой протеазной актив-
ностью (изолят 7) был идентифицирован как 
Stenotrophomonas rhizophila, изолят с  самой вы-
сокой РНКазной активностью (номер 27) — как 
Lysinibacillus fusiformis, изолят с  самой высо-
кой амилазной активностью (номер 1) — как 
Pseudomonas stutzeri. Ранее сообщалось о способ-
ности Stenotrophomonas rhizophila секретировать 
протеазы (Lich et al., 2022), Pseudomonas stutzeri 

— амилазу (Schmidt et al., 1979). Секретируемая 
РНКаза Lysinibacillus fusiformis обнаружена впервые.

Результаты проведенных исследований согласу-
ются с данными литературы, подтверждающими до-
минирование представителей филума Proteobacteria 
в сообществах культивируемых бактерий, изолиро-
ванных в карстовых пещерах, и открывают перспек-
тивы использования активных продуцентов гидро-
литических ферментов в практических целях.
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SHORT COMMUNICATIONS

Biofilms from the Kapova Cave Walls as a Source of Hydrolase Producers
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Abstract—The studies of bacterial communities from extreme econiches are presently aimed mainly at 
analyzing the biodiversity of microorganisms using molecular biology methods. Cultivated bacteria from 
karst caves represent a unique group of microorganisms, the biochemical potential of which has been 
poorly studied. In the present work, bacteria from biofilms on the walls of the Kapova Cave (Shulgan-
Tash Nature Reserve, Bashkortostan) were isolated and characterized in order to assess the ability of 
identified isolates to produce extracellular hydrolytic enzymes. Most of the isolates (89%) were members 
of the phylum Proteobacteria, with the remaining ones belonging to the phyla Actinobacteria, Firmicutes, 
and Bacteroidetes, which accounted for 5, 4, and 2% of the isolates, respectively. Strains with high 
levels of secreted protease, RNase, and amylase activity were identified as Stenotrophomonas rhizophila, 
Lysinibacillus fusiformis, and Pseudomonas stutzeri, respectively.

Keywords: karst cave, biodiversity, cultivated bacteria, RNase, protease, amylase


