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Аннотация.
В России активно развивается производство рапсового масла, основным побочным продуктом которого является жмых. 
Богатый химический состав и доступность делают рапсовый жмых перспективным источником питательных веществ, 
его можно использовать для культивирования микроорганизмов и получения с помощью них ценных биологически актив- 
ных соединений и продуктов с улучшенной питательной ценностью. Целью работы являлось исследование нативной 
микробиоты рапсового жмыха в условиях повышенной влажности, морфологическая характеристика выделенных микро- 
организмов и определение их таксономической принадлежности до рода при помощи NGS-секвенирования.
Объектами исследования являлись рапсовый жмых и колонии микроорганизмов, выделенные в процессе его ферментации. 
Для выделения представителей нативной микробиоты рапсового жмыха провели 2, 5, 7 и 9-суточную ферментацию глу- 
бинным способом. Для получения микробных изолятов применили метод поверхностного и глубинного культивирования 
на плотной и жидких питательных средах соответственно. Метагеномный анализ таксономического состава микробиоты 
проводили с помощью секвенирования на платформе Illumina.
Выявили 16 типов колоний по их морфологии. Колонии с морфологией 1, 3, 8, 12 и 13 являлись преобладающими 
для всех суток ферментации, что позволяет сделать вывод о их росте при жидкофазной ферментации на рапсовом 
жмыхе в качестве изолятов. При помощи метагеномного анализа суспензии рапсового жмыха обнаружили присутствие 
более 28 родов бактерий. Наибольшее процентное содержание пришлось на бактерии родов Weisella (до 45,8 % на 
2-е сутки), Acinetobacter (до 40,6 % на 7-е сутки), Lactobacillus (до 15,7 % на 5-е сутки), Leuconostoc (до 15,1 % на 
7-е сутки), Enterococcus (до 14,6 % на 5-е сутки) и Paenibacillus (до 16,3 % на 9-е сутки). 
Полученные изоляты представляют интерес в качестве промышленных продуцентов полезных метаболитов (ферментов, 
пигментов, органических кислот и др.). Дальнейшая работа будет направлена на идентификацию микроорганизмов для 
определения их видовой принадлежности. Это позволит выявить их полезные характеристики и подобрать оптимальные 
условия культивирования.

Ключевые слова. Рапс, жмых, отходы пищевых производств, нативная микробиота, ферментация, микроорганизмы-
продуценты
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Abstract.
Rapeseed oil production is very active in Russia. Its main by-product is cake: its chemical composition and availability make 
it an excellent source of nutrients in microbial cultivation to be used as biologically active compounds or as part of functional 
products. The research objective was to study the native microbiota of rapeseed cake under conditions of high humidity, as 
well as to describe the morphology of isolated microorganisms and determine their genera by NGS sequencing.  
The study featured rapeseed cake and microbial colonies isolated after 2, 5, 7, and 9 days of fermentation. The microbial 
isolates were obtained by the method of surface and deep cultivation on solid and liquid nutrient media, respectively. The 
metagenomic analysis of the microbial taxonomy involved sequencing on the Illumina platform.
The experiment revealed 16 types of colonies with different morphology. Colonies with morphology 1, 3, 8, 12, and 13 were 
predominant for all fermentation periods, which means that they grew as isolates during the liquid-phase fermentation. The meta- 
genomic analysis revealed at least 28 genera of bacteria in the rapeseed cake suspensions. The highest percentage belonged 
to Weisella (≤ 45.8% on day 2), Acinetobacter (≤ 40.6% on day 7), Lactobacillus (≤ 15.7% on day 5), Leuconostoc (≤ 15.1% 
on day 7), Enterococcus (≤ 14.6% on day 5), and Paenibacillus (≤ 16.3% on day 9).
The obtained isolates could be of interest as industrial producers of useful metabolites, e.g., enzymes, pigments, organic 
acids, etc. Further research will identify the microbial species, their useful properties, and optimal cultivation conditions.

Keywords. Rapeseed, cake, food production waste, native microbiota, fermentation, microorganisms-producers 

Funding. The research was part of FGUS-2022-0003 research topic, State Assignment No. 075-01190-22-00 to the All-Russian 
Research Institute for Food Additives (VNIIPD) .

For citation: Sverdlova OP, Podshivalova EV, Sharova NYu, Belova DD. Native Microbiota of Rapeseed Cake as Potential 
Source of Industrial Producers. Food Processing: Techniques and Technology. 2024;54(2):245–260. (In Russ.). https://doi.
org/10.21603/2074-9414-2024-2-2504

Введение
Производство и переработка семян рапса в России 

в последние десятилетия активно развиваются. Дан- 
ная культура адаптируется к почвенно-климатиче-
ским условиям регионов рискованного земледелия, 
быстро созревает и дает стабильный урожай. Основ- 
ным продуктом, получаемым из семян рапса, является 
пищевое масло с ценным жирнокислотным составом, 
которое используют в пищу и в качестве сырьевого 
компонента для производства пищевых продуктов [1]. 
Поскольку семена рапса содержат примерно 40–45 % 
масла, то более половины оставшегося сырья превра-

щается в прессованный рапсовый жмых – основной 
побочный продукт производства рапсового масла [2]. 
Жмых характеризуется высоким содержанием белка, ли- 
пидов, клетчатки и является природным источником 
минералов, витаминов и фенольных соединений [3]. 

Рапсовый жмых применяют в кормлении различ- 
ных сельскохозяйственных животных отдельно и в сос- 
таве комбикормов, а также в качестве удобрений для  
растений или получения белковых концентратов [4, 5]. 
Включение рапсового жмыха в состав полиуретановой 
матрицы позволило получить композитный материал 
с улучшенными физико-химическими свойствами, 
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что делает его перспективным объектом исследования  
в области материаловедения [6]. Применение порошка 
рапсового жмыха в качестве стабилизатора эмульсий 
может повысить его ценность для пищевой промыш-
ленности [7, 8]. Из рапсового жмыха выделяют соеди- 
нения с высокой добавленной стоимостью (белок и  
полифенолы) путем ферментации молочнокислыми 
бактериями и ферментативной обработки [9].

Быстрое развитие производства рапса в России и его 
широкое распространение в мире ведет к увеличению 
производства рапсового жмыха. Биотехнологическая 
переработка жмыха считается экономически эффектив-
ным способом переработки побочных продуктов для  
получения и восстановления ценных биологически 
активных соединений (белков, пептидов, ферментов, 
пигментов и фенольных соединений), которые пред-
ставляют экономический и промышленный интерес при 
одновременном получении продуктов с улучшенной 
питательной ценностью [10].

Изучение микробного сообщества рапсового жмыха 
позволит выделить основные группы микроорганиз- 
мов, которые могут быть культивированы с использо-
ванием данного типа сырья, и определить их полезные 
биохимические свойства.

Целью работы являлось получение данных о морфо- 
логических характеристиках нативной микробиоты рап- 
сового жмыха при помощи его жидкофазной фермента- 
ции в присутствии собственной микробиоты и опреде-
ление преобладающих микроорганизмов на различных 
этапах ферментации и таксономической принадлежно-
сти выделенных микроорганизмов до рода при помощи 
секвенирования нового поколения (Next generation 
sequencing, NGS-секвенирование). 

Объекты и методы исследования
Объектами исследования являлись рапсовый жмых  

(производитель «Рецепты Дедушки Никиты», г. Екате- 
ринбург) и колонии микроорганизмов, выделенные в  
результате ферментации рапсового жмыха.

Определение влажности. Влажность рапсового 
жмыха определяли по ГОСТ Р 54705. Метод основан 
на высушивании пробы при температуре 130 ± 2 °С.  
Предварительно высушенные в сухожаровом шкафу 
(DaihanLabtech LDO-E, Южная Корея) при темпера- 
туре 130 ℃ в течение 30 мин и охлажденные в экси- 
каторе в течение 40 мин алюминиевые бюксы взве- 
шивали с закрытыми крышками на аналитических 
весах (AND GR-200, Япония). В бюксы отбирали по 5 г  
рапсового жмыха и распределяли тонким слоем по  
дну бюксы. Затем пробы с открытыми крышками по- 
мещали в сухожаровой шкаф при 130 ℃ и выдержи-
вали в течение 40 мин. Далее бюксы с закрытыми 
крышками охлаждали в эксикаторе в течение 40 мин и  
взвешивали на аналитических весах. 

Ферментация. Для проведения ферментации рап- 
совый жмых смешивали с дистиллированной водой 
в соотношении 1:9 (30 ± 1 г рапсового жмыха и 270 см3  

стерильной дистиллированной воды) в качалочных кол- 
бах Эрленмейера. Полученную суспензию выдержива- 
ли в шейкере-инкубаторе (INFORS HT multitron standard, 
Швейцария) при температуре 28 ± 1 ℃ и частотой вра-
щения платформы 180 об/мин в течение 9 суток [11].  
Надосадочную жидкость отбирали в стерильных усло-
виях на 2, 5, 7 и 9 сутки ферментации. 

Динамика изменения количества биомассы. 
Оптическую плотность полученных в результате фер- 
ментации проб на 2, 5, 7 и 9 сутки измеряли на спек- 
трофотометре (Shimadzu UF-1800, Япония) при длине 
волны 600 нм и толщине проходящего слоя 1 см. 

Выделение консорциумов. Колонии микроор- 
ганизмов получали методом поверхностного культи- 
вирования на плотной питательной среде – мясопеп- 
тонном агаре (МПА; НИЦФ, Россия). Все манипуля- 
ции с микроорганизмами проводили в ламинарном 
боксе II класса биологической безопасности (ESCO  
Streamline®, Сингапур). Суспензию микроорганизмов, 
полученную в результате ферментации рапсового 
жмыха, разводили в 100, 1000 и 10 000 раз в стерильной 
дистиллированной воде. Далее 100 мкл разбавленной 
суспензии микроорганизмов вносили в чашку Петри  
со средой МПА и распределяли стерильным шпателем  
Дригальского в трех направлениях и двукратной повтор- 
ности. Затем чашки Петри выдерживали в термостате 
(Memmert UF75, Германия) при температуре 28 ± 1 ℃  
в течение 3 суток. В результате этого получали консор- 
циумы нативной микробиоты рапсового жмыха на чаш- 
ках Петри. Воздух в ламинарном боксе и качество стери- 
лизации ультрафиолетовым излучением проверяли с  
использованием контрольных чашек без инокулята.

Морфологию колоний оценивали по следующим 
характеристикам: размер (диаметр) колонии, цвет, про-
зрачность, однородность, край, поверхность, форма 
и профиль [12].

Выделение изолятов. Из полученных консорци-
умов микроорганизмов случайным образом отбирали 
отдельные оформленные колонии и высевали на плот-
ную питательную среду МПА методом истощающего 
штриха. Затем чашки Петри выдерживали в термо-
стате при температуре 28 ± 1 ℃ в течение 3 суток. 
Пересев вели до тех пор, пока культура визуально не  
становилась однородной. Биомассу микроорганизмов 
собирали с чашек в конические микроцентрифужные 
пробирки типа Эппендорф с 1 мл стерильной дистил-
лированной воды и отправляли на хранение в моро-
зильную камеру (POZIS ХЛ-250, Россия) при –20 ± 1 ℃.  
Микроорганизмы, которые показали плохой рост на  
МПА, пересевали сначала на жидкую питательную 
среду Луриа-Бертани (LB: триптон 20 г/л, дрожже-
вой экстракт 10 г/л, натрия хлорид 20 г/л), а затем, 
если не наблюдался прирост биомассы, на жидкую 
среду Сабуро (пептон 10 г/л, глюкоза 20 г/л). Для этого 
в стерильные центрифужные пробирки типа Фалькон 
на 15 мл вносили 10 мл среды и 2 мл смыва с поверх-
ности чашки Петри и выдерживали в термостате при 
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температуре 28 ± 1 ℃ в течение 3 суток. Если не на- 
блюдался прирост биомассы, то выдерживали еще 
3 суток при 37 ± 1 ℃. Если при данных условиях рост 
усиливался, то биомассу отбирали путем центрифуги-
рования в конические микроцентрифужные пробирки 
и хранили как описано ранее. 

Метагеномный анализ. Полученные во время фер-
ментации суспензии микроорганизмов на 2, 5, 7 и 9 сут- 
ки культивирования использовали для метагеномного  
анализа. Из них выделили образцы ДНК, из которых го- 
товили индексированные библиотеки фрагментов генов 
16S рРНК на вариабельный участок гена v4 с прайме-
рами Ferier_F515 (5’-3’) GTGCCAGCMGCCGCGGTAA/
Ferier_R806 (5’-3’) GGACTACVSGGGTATCTAAT 
(T отжига = 55 °С), полученные методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). Очистку и анализ ампликон-
ных библиотек для каждого образца провели методом 
высокопроизводительного секвенирования амплифи- 
цированнных фрагментов ДНК с обоих концов на сек- 
венаторе Illumina MiSeq (Illumina.inc, США). Провели 
первичную биоинформационную обработку получен-
ных данных с предоставлением результатов в виде 
таксономических диаграмм распределения микроор-
ганизмов. Секвенирование и первичную обработку 
данных провели в Центре коллективного пользования 
научным оборудованием «Геномные технологии, про-
теомика и клеточная биология» Всероссийского научно- 
исследовательского института сельскохозяйственной 
микробиологии.

Результаты и их обсуждения 
Влажность рапсового жмыха. В связи с рассып- 

чатой структурой рапсового жмыха, способной абсор- 
бировать влагу из окружающей среды, важным пока- 
зателем, который влияет на численность микроор- 
ганизмов нативной микробиоты, является влажность. 
По результатам измерений массовая доля влаги и  
летучих веществ составила 6,8 ± 0,3 %, что соответ-
ствует требованиям ГОСТ 11048, где массовая доля 
влаги должна находиться в пределах 6–9 %. Получен- 
ные данные свидетельствуют о том, что для исследу- 
емого рапсового жмыха соблюдались правильные 
условия хранения по влажности, что влияет на его 
качество. В частности, позволяет снизить концентрацию 
микроорганизмов порчи, таких как плесневые грибы.

Динамика изменения количества биомассы в про- 
цессе ферментации представлена на рисунке 1.

Из графика видно, что оптическая плотность возрас- 
тает с течением времени ферментации, что свидетель- 
ствует об увеличении количества биомассы нативной 
микробиоты рапсового жмыха.

Выделение консорциумов. Группы микроорганиз- 
мов, выделенные в результате первичного анализа на ос- 
нове морфологии колоний, представлены в таблице 1.

Выделенные колонии по морфологическим харак-
теристикам были разделены на 16 групп. Большинство 
представленных групп обладает небольшими размерами 

(до 5 мм в диаметре), но встречаются колонии больших 
размеров (до 3 см в диаметре). Для большинства групп 
преобладает белый цвет колонии, но для некоторых 
колоний характерно наличие окрашивающих пигмен- 
тов (розовый, оранжевый и желтый). Среди групп встре- 
чаются как полупрозрачные, так и непрозрачные коло-
нии. Выделенные колонии отличались большим раз-
нообразием краев: гладкие, реснитчатые, волнистые 
или лопастные. Глянцевая поверхность присуща боль-
шинству групп колоний, но также наблюдалась и мато-
вая. Профили колоний выделенных групп отличались 
большим разнообразием: встречались как врастающие 
в агар, так и выпуклые каплевидные. 

Преобладающими являлись 5 типов колоний, кото- 
рые менялись с течением времени ферментации. Наиболь- 
шее количество наблюдается у колоний 1-ой группы – 
это белые полупрозрачные колонии с непрозрачным 
центром. Они встречаются во всех исследованных 
образцах, а их количество увеличивается с течением 
времени ферментации. Второй преобладающей по кон-
центрации группой является 3 группа (белые непро-
зрачные выпуклые колонии), которая наблюдалась 
на протяжении всего периода ферментации в высоких 
концентрациях. Третьей по распространенности стала 
8 группа колоний – это белые полупрозрачные колонии 
до 2 см в диаметре с каплевидным профилем. Также 
часто встречались бактерии 12 и 13 групп. Желтые и  
розовые колонии, а также белые полупрозрачные ко- 
лонии с конусовидным профилем и диаметром до 10 мм  
встречались реже.

Выделение изолятов. Пример выделенного изолята 
из консорциума микроорганизмов методом истощаю-
щего штриха представлен на рисунке 2.

В процессе работы выделили 127 изолятов, 10 из кото- 
рых показали недостаточный прирост биомассы на всех  

Рисунок 1. Динамика изменения количества биомассы 
в процессе ферментации рапсового жмыха

Figure 1. Biomass amount during rapeseed cake fermentation
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используемых средах, в отличие от консорциумов, где 
данная группа колоний была преобладающей (белые 
полупрозрачные у края колонии до 5 мм в диаметре).

Метагеномный анализ. Данные о типах бактерий, 
которые обнаружили при ферментации рапсового 
жмыха под влиянием нативной микробиоты, получен- 
ные в результате метагеномного анализа с помощью 
NGS-секвенирования, представлены на рисунке 3.

Из рисунка 3 видно, что преобладающим типом бак- 
терий в течение времени ферментации были Firmicutes. 
Содержание данных бактерий в большинстве рассматри- 
ваемых образцов оказалось более 70 %. Тип Firmicutes 
состоит из 26 семейств и 223 родов. Для данного типа  
характерна жесткая клеточная стенка, которая содер- 
жит мурамовую кислоту, хотя встречаются бактерии с  
тейховой кислотой. Большинство представителей явля- 
ется грамположительными бактериями, но есть и грам- 
отрицательные (Veillonellaceae и Syntrophomonadaceae).  
По фенотипу выделяют клетки сферической, прямой 
или изогнутой формы, со спиралевидными стержнями 

или нитями, жгутиками или без них, термостойкими 
эндоспорами или без них. По отношению к кисло-
роду встречаются как аэробы, так и строгие анаэробы. 
Встречаются термофилы и галофилы. Большинство из  
них – хемоорганотрофы, некоторые –  аноксигенные  
фотогетеротрофы. Они растут при нейтральном pH, а  
некоторые являются ацидофилами или алкалофилами. 
Отличительной генетической характеристикой данного 
типа является содержание гуанинцитозиновых пар 
(ГЦ-пар) в ДНК менее 50 мол.% [13, 14]. При исследо- 
вании почвенной микробиоты сои (маслосодержащее 
растение) было обнаружено присутствие фирмикутных 
бактерий в небольших количествах [15]. При метаге- 
номном анализе семян 50 видов растений данный тип  
встречался в меньших количествах для рапса, чем для  
других исследуемых видов растений [16].

Вторым преобладающим типом был Proteobateria. 
Около 30 % бактерий из обнаруженных на 2, 5 и 9 сутки 
относились к этому типу. На 7-е сутки количество дан- 
ного типа бактерий составил 43,1 %. В домене Bacteria 
тип Proteobacteria составляет крупную и фенотипи- 
чески разнообразную филогенетическую линию. Всего 
выделяют 5 основных классов: альфапротеобактерии, 
бетапротеобактерии, гаммапротеобактерии, дельта- 
протеобактерии и эпсилонпротеобактерии. К данному 
типу относится большинство грамотрицательных мик- 
роорганизмов, которые отличаются широким разно- 
образием метаболических путей. Некоторые роды 
внутри данного типа имеют экологическое значение, 
поскольку играют ключевые роли в круговороте угле- 
рода, серы и азота на планете. Proteobacteria харак- 
теризуются разнообразием морфологических и физио- 
логических типов [17]. Встречаются палочки, кокки,  
изогнутые, спиральные, кольцевидные, придаточные,  
нитевидные и оболочечные формы. Большинство Pro- 
teobacteria относится к мезофилам, но описаны некото- 

Рисунок 2. Выделенный изолят микроорганизмов 
методом истощающего штриха

Figure 2. Microorganisms isolated by depletion streaking

Рисунок 3. Распределение бактерий нативной микробиоты рапсового жмыха по типам

Figure 3. Types of native microbiota in rapeseed cake
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рые термофильные (Thiomonas thermosulfata и Tepido- 
monas) и психрофильные (Polaromonas) представители.  
Бактерии данного типа имеют подвижность из-за раз- 
личных механизмов: от жгутиков до скользящего дви- 
жения. Встречаются как свободноживущие, так и сим- 
биотические организмы, такие как клубеньковые азот- 
фиксасаторы или внутриклеточные эндосимбионты  
простейших, а также облигатные внутриклеточные пара- 
зиты человека и млекопитающих. По типу питания они  
бывают хемоорганотрофами (Escherichia coli), хемоли- 
тотрофами (бактерии, окисляющие серу (Thiobacillus), 
и бактерии, окисляющие аммиак (Nitrosomonas)) или 
фототрофами (пурпурный Chromatium и Rhodospiril- 
lum). По отношению к кислороду данный тип включает 
строго аэробные и анаэробные виды, а также факуль- 
тативные аэробы и микроаэрофилы [18]. Proteobac- 
teria был обнаружен в больших количествах (25 %)  
при исследовании ризосферного сообщества рапса  
(Brassica napus) [19]. Данный тип являлся преобладаю- 
щим при изучении почвенной микробиоты сои [15]. 
В исследовании нативной микробиоты семян различных 
растений было обнаружено преобладающее содержание 
Proteobacteria для большинства растений, включая 
рапс (более 70 %) [16].

На 2-е и 9-е сутки в малых количествах обнаружены  
ДНК бактерий типа Actinobacteriota (менее 1 %). Акти- 
нобактерии представляют собой грамположительные 
организмы, которые характеризуются высоким соот-
ношением ГЦ-пар и большими геномами (более 8 Мб). 
Отличительной чертой данного типа является ните-
видная форма клеток. Тип Actinobacteriota включает 
6 классов, 6 порядков, 14 подотрядов и 56 семейств. 
Актинобактерии являются автохтонными обитателями 

почвы и моря, часто входят в состав доминирующей по- 
пуляции их экосистем, а также могут встречаться в эк- 
стремальных условиях. Представители данного типа 
получили свою известность благодаря продуцированию  
различных антибиотиков, таких как стрептомицин. Од- 
нако некоторые известны как патогены человека и жи- 
вотных, которые вызывают такие болезни, как туберку-
лез. Многие из актинобактерий являются свободножи-
вущими почвенными бактериями. Также к этой группе 
относятся патогенные или сапрофитные организмы, 
встречаются симбиотические виды. Характерной чер-
той большого числа представителей актинобактерий 
является образование спороносных органов (кони-
дии, спорангии и одиночные споры на спорофорах). 
Некоторые актинобактерии относятся к экстремофилам. 
Они встречаются в пустынях, полярных районах, кис-
лых и щелочных почвах, глубоко под водой и в других 
экстремальных зонах [20]. Актинобактерии являются 
богатым источником вторичных метаболитов. Кроме 
того, многие представители различных подотрядов, 
относясь к сапрофитам, способны разлагать различ-
ные углеводородные соединения, включая полимеры 
(целлюлоза, гемицеллюлозы, хитин и лигнин) [21]. 
Полученные значения отличаются от данных, получен-
ных при исследовании ризосферы рапсового жмыха, где 
тип Actinobacteriota являлся преобладающим среди дру-
гих обнаруженных бактерий (21–24 %) [19]. Большой 
процент содержания актинобактерий обнаружили 
при исследовании микробиома ризосферы сои [15]. 
Микробиота семян рапса также содержала в своем 
составе некоторое количество актинобактерий [16].

Распределение бактерий нативной микробиоты рап- 
сового жмыха по классам представлено на рисунке 4. 
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Рисунок 4. Распределение бактерий нативной микробиоты рапсового жмыха по классам

Figure 4. Classes of native microbiota in rapeseed cake
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Среди классов прокариот наиболее встречающим- 
ся являлся класс Bacilli. Он характерен для всех суток 
ферментации в больших количествах (до 70,6 % на  
5-е сутки). Классы Bacilli и Clostridia являются сестрин- 
скими классами и имеют ряд филогенетических свойств,  
их лучше рассматривать вместе. Эти классы характе- 
ризуются грамположительными видами бактерий, кото-
рые имеют низкий коэффициент ГЦ-пар. Это признак, 
отличающий эту группу от класса Actinobacteria, пред- 
ставители которого являются грамположительными с  
высоким коэффициентом ГЦ-пар [20]. Бактерии клас- 
сов Clostridia и Bacilli обладают склонностью к синтезу 
биологически активных химических веществ, которые 
входят в состав сильнодействующих токсинов (боту- 
линический токсин и тетаноспазмин). Члены классов 
Bacilli и Clostridia представлены короткими палочками 
(бациллы) или круглыми (кокки), анаэробными и спо- 
собными образовывать эндоспоры. Образование эндо- 
спор, хоть и не присутствует у всех представителей 
классов Bacilli и Clostridia, никогда не наблюдается 
за пределами этих классов. Бактериальные эндоспоры 
представляют собой защитный механизм клетки в ответ 
на неблагоприятные условия среды. Упрощенные 
формы бактерий состоят из генома ДНК, небольшого 
количества цитоплазмы и специального покрытия, 
придающего устойчивость к теплу, радиации и другим 
неблагоприятным внешним условиям. Из-за их высокой 
устойчивости и способности расти в анаэробных усло-
виях в течение длительного времени виды, относящиеся 
к патогенам, являются одними из наиболее опасных бак- 
терий для здоровья человека и животных [22]. Данный 
факт осложняется тем, что многие виды класса Bacilli об- 
ладают антибиотикорезистентностью [23]. Некоторые 
термофильные и мезофильные виды класса Bacilli, та- 
кие как Anoxybacillus flavithermus и Geobacillus spp., выс- 
тупают организмами порчи молочной продукции [24].  
Виды Bacillus thuringiensis, Bacillus amyloliquefaciens и  
Bacillus subtilis могут выступать в качестве биофун- 
гицидов и биопестицидов, а также помогать в борьбе 
с бактериальными фитопатогенами [25]. Среди видов  
класса Clostridia наблюдается несколько азотфиксато- 
ров: Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, 
Clostridium butyricum и Clostridium pasteurianum [26].  
Clostridia могут образовывать кислоты, такие как ук- 
сусная, пропионовая и масляная, а в качестве продук- 
тов – формиат, лактат, сукцинат и капроат. Clostridia, 
ферментирующие аминокислоты, продуцируют валерат, 
изовалерат, изобутират и другие промышленно важные 
кислоты. Регулируя параметры микробиологического 
синтеза, можно добиться высоких выходов кислот, 
снижая выход растворителей, таких как этанол, ацетон 
и бутанол, которые образуются параллельно с кисло- 
тами [27]. Представители данных классов не наблюда- 
лись при исследовании почвенной микробиоты сои [15]. 

Среди Proteobateria выделяется класс Gammaproteo- 
bacteria, который составляет около 30 % от всех выяв- 
ленных классов на 2, 5 и 9-е сутки, тогда как на 7-е сутки  

его значение достигает 43,1 %. Члены класса Gammapro- 
teobacteria имеют сходство в своей рибосомальной РНК 
и являются грамотрицательными, как и все подклассы 
класса Proteobacteria. Gammaproteobacteria обладают 
различными свойствами: одни являются аэробными, 
другие анаэробными; могут встречаться палочки, кокки 
и спиралевидные формы, а также разные по размеру 
колонии [28, 29]. Класс Gammaproteobacteria был 
обнаружен в большом количестве в почве сои [15].

Около 1 % в сумме составляют классы Actinobacteria 
и Alphaproteobacteria. Особенности Actinobacteria 
в рамках типа обсуждались выше. Alphaproteobacteria 
являются грамотрицательными бактериями, харак- 
теризуются небольшим размером и тесной связью 
с эукариотическими клетками. Alphaproteobacteria 
живут как симбионты, эндосимбионты или как внутри- 
клеточные паразиты. Основываясь на сходстве после- 
довательностей между Alphaproteobacteria и эукарио- 
тическими митохондриями, было высказано предполо-
жение о том, что эукариотические митохондрии прои- 
зошли от эндосимбиотического члена класса Alphapro- 
teobacteria. Существует два основных подкласса Alpha- 
proteobacteria: Rhizobiales и Rickettsiales. Класс Rhizo- 
biales содержит азотфиксирующие бактерии, которые 
живут в симбиотических отношениях с корнями рас- 
тений. Класс Rhizobiales включает два патогенных 
для человека рода: Bartonella и Brucella [30]. Почвенная 
микробиота сои, напротив, содержит преобладающее 
количество Alphaproteobacteria в составе микробиоты, 
что связано с симбиотическими отношениями между 
соей и бактериями данного класса [15]. 

Порядки обнаруженных бактерий представлены 
на рисунке 5.

В результате исследования в рапсовом жмыхе вы- 
явили 21 порядок бактерий. Среди преобладающего 
класса Bacilli обнаружили следующие порядки: Lac- 
tobacillales (максимальное значение на 2-е сутки куль- 
тивирования – 70,5 %), Bacillales (наибольшее коли- 
чество на 2-е сутки культивирования – 4,2 %, затем 
значение колеблется в пределах 1 %), Paenibacillales 
(процент содержания данного порядка возрастает 
в процессе культивирования до 17,6 % на 9-е сутки), 
Brevibacillales (в сумме менее 1 % в течение всего 
периода ферментации) и Staphylococcales (значение 
снижается в процессе культивирования, максимально – 
0,2 % на 2-е сутки). 

Из определенных в результате метагеномного ана- 
лиза порядков пять относятся к типу Proteobateria. 
Из них только Rhizobiales (в процессе ферментации 
возрастает до 0,1 %) относится к Alphaproteobacteria. 
Остальные порядки – это Burkholderiales (количество 
снижается с течением времени культивирования, макси- 
мальное значение на первые 2-е сутки ферментации –  
26,7 %), Pseudomonadales (максимальное значение 
на 7-е сутки – 40,6 %), Enterobacterales (максимальное 
значение на 2-е сутки – 0,2 %) и Xanthomonadales 
(определены в количестве менее 1 % на 2-е сутки). К  
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классу Clostridia относятся два обнаруженных по- 
рядка: Clostridiales с высоким содержанием (до 19,1 %  
на 9-е сутки ферментации) и Lachnospirales (до 0,6 %  
на 9-е сутки). Actinobacteria представляют малочис- 
ленную группу, среди которой определено 5 порядков 
(Actinomycetales, Bifidobacteriales, Corynebacteriales, 
Micrococcales и Propionibacteriales) с содержанием  
менее 1 % в течение всего периода ферментации. По- 
рядок Sphingobacteriales принадлежит к классу Bacte- 
roidia, его содержание незначительно – менее 1 % 
на 2-е сутки культивирования.

Распределение бактерий нативной микробиоты 
рапсового жмыха по семействам в результате мета- 
геномного анализа представлено на рисунке 6.

Из рисунка 6 видно, что класс Gammaproteobac- 
teria представлен 7 семействами. Порядок Burkhol- 
deriales представлен 2 семействами – Comamonada- 
ceae и Oxalobacteraceae, содержание которых макси-
мально на 2-е сутки ферментации (26,7 и менее 1 % 
соответственно) и снижается с течением времени. 
Менее 1 % по содержанию представлены бактерии  
порядка Enterobacterales с семейством Enterobacte- 
riaceae. К порядку Pseudomonadales относятся два 
обнаруженных семейства: Moraxellaceae с относитель- 
но высоким процентным содержанием (до 40,6 % на  
7-е сутки) и Pseudomonadaceae (0,1 % на 2-е сутки 
ферментации). Xanthomonadaceae – это семейство, 
относящееся к порядку Xanthomonadales, его относи- 

тельное содержание менее 1 %. К классу Alphaproteo- 
bacteria принадлежит только одно обнаруженное се- 
мейство. Rhizobiaceae содержится в количестве ме- 
нее 1 % для всех исследованных суток. К классу Clos- 
tridia относятся два обнаруженных семейства: Lachno- 
spiraceae из порядка Lachnospirales (содержание 0,6 % 
на 9-е сутки) и Clostridiaceae из порядка Clostridiales 
(значение возрастает до 19,1 % на 9-е сутки). Десять из  
выявленных семейств относятся к отряду Bacilli. Из  
них к порядку Bacillales относятся два семейства – 
Bacillaceae (количество снижается во время фермен- 
тации, максимально – 4,2 % на 2-е сутки) и Planococca- 
ceae (содержание менее 1 %), а также до 1 % соста-
вили неклассифицированные бактерии этого порядка. 
К порядку Brevibacillales относится одно выделенное 
семейство – Brevibacillaceae (максимальное содержание 
0,4 % на 9-е сутки). 

Большинство выделенных семейств из отряда Bacilli 
принадлежит к порядку Lactobacillales. Они также 
представляют многочисленную группу из всех обнару-
женных микроорганизмов. Из них наибольшее содер-
жание составляет семейство Leuconostocaceae (51,4 % 
на 2-е сутки ферметации). Вторым по встречаемости 
семейством является Lactobacillaceae (максимальное 
процентное содержание 15,7 % на 5-е сутки фермен- 
тации). Процентное содержание семейства Enterococ- 
caceae максимально на 5-е сутки – 14,6 %. В неболь-
ших количествах на ранних периодах ферментации 
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Рисунок 5. Распределение бактерий нативной микробиоты рапсового жмыха по порядкам

Figure 5. Orders of native microbiota in rapeseed cake
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обнаружены семейства Listeriaceae и Streptococcaceae 
(до 0,3 %). Paenibacillaceae из порядка Paenibacillales 
повышает свое процентное содержание во время фер- 
ментации до 17,6 % на 9-е сутки ферментации. Поря- 
док Staphylococcales представлен одним семейством –  
Staphylococcaceae (максимально 0,2 % на 2-е сутки,  
затем содержание снижается в процессе ферментации).  
Семейство Sphingobacteriaceae из порядка Sphingobac- 
teriales обнаружено только на 2-е сутки ферментации 
в содержании менее 1 %. В относительно низких кон- 
центрациях выявлены семейства из класса Actinobacte- 
ria: Actinomycetaceae, Bifidobacteriaceae, Corynebacteria- 
ceae и Propionibacteriaceae из порядков Actinomycetales, 
Bifidobacteriales, Corynebacteriales и Propionibacteria- 
les соответственно. Порядок Micrococcales включает 
два обнаруженных семейства – Microbacteriaceae 
и Micrococcaceae. 

Всего в результате метагеномного анализа бакте- 
рий нативной микробиоты рапсового жмыха выяв- 

лено 28 родов, а также 8 неклассифицированных ро- 
дов. Таксономия обнаруженных родов представлена 
на рисунке 7.

В результате анализа выявлено, что род Bacillus 
в наибольшем количестве представлен на 2-е сутки 
ферментации (4,2 %). Данный род – это аэробные 
палочки, способные к образованию эндоспор при не- 
благоприятных условиях. Представители рода Bacillus 
применяются в сельском хозяйстве, экологии, промыш- 
ленности и медицине. Способность к спорообразованию 
дает роду Bacillus преимущество перед другими био- 
технологически важными родами, поскольку препа- 
раты на основе спор хранятся в течение длительного 
периода времени и хорошо переносят неблагоприятные 
условия хранения. Многие виды Bacillus коммерчески 
используются в качестве фитостимуляторов и био- 
удобрений. Бактерии Bacillus, стимулирующие рост  
растений, позволяют им подавлять патогены (био- 
контроль) [31]. Виды Bacillus повсеместно распростра- 
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Рисунок 6. Распределение бактерий нативной микробиоты рапсового жмыха по семействам

Figure 6. Families of native microbiota in rapeseed cake
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нены в природе, но в более высоких концентрациях 
обнаруживаются в почве, воде и пищевых продуктах  
растительного происхождения. Штаммы Bacillus явля- 
ются потенциальными кандидатами для использова- 
ния в качестве пробиотиков [32]. Метаболически виды 
Bacillus очень активны. Предыдущие исследования 
выявили ряд полезных ферментов и антибиотиков, кото- 
рые они производят [33]. Известно о синтезе большого  
количества липолитических ферментов представи- 
телями данного рода [34].

Значительную по процентному содержанию группу 
обнаруженных бактерий представляют Enterococcus 
(максимальное значение 14,6 % на 5-е сутки фермен- 
тации) – грамположительные факультативно анаэроб- 

ные кокки с короткими и средними цепочками. Ente- 
rococcus встречаются в почве, воде, пищевых продук- 
тах, сточных водах, растениях, коже человека, полости  
рта и толстом кишечнике. Enterococcus обладают вы- 
сокой устойчивостью и могут выживать в сложных 
условиях среды, что делает их опасными организ- 
мами для человека. Некоторые штаммы обладают 
антибиотикорезистентностью. Например, к ванкоми- 
цину [35]. Enterococcus известны за свою способность  
к синтезу молочной кислоты [36, 37].

До 15,7 % на 5-е сутки культивирования принад-
лежит роду Lactobacillus. Представители этого рода 
не образуют спор, имеют палочковидную форму, часто 
организованны в цепочки, хотя могут наблюдаться 
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Рисунок 7. Распределение бактерий нативной микробиоты рапсового жмыха по родам

Figure 7. Genera of native microbiota in rapeseed cake
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коккобациллы. Оптимум температуры составляет от  
30 до 40 °C. Показатель кислотности среды варьи- 
руется от 3 до 8. По отношению к кислороду бакте- 
рии являются анаэробами или микроаэрофилами. В  
качестве основного продукта брожения производят  
молочную кислоту [38]. Lactobacillus известны как  
пробиотики, которые положительно влияют на здоро- 
вье человека из-за их способности продуцировать эк- 
зополисахариды. Экзополисахаридпродуцирующие 
виды Lactobacillus используются в качестве заква- 
сочных культур для производства ферментированных 
пищевых продуктов [39]. Виды Lactobacillus обладают 
большей липазной активностью по сравнению с Bacil- 
lus sp. и Pseudomonas sp. [40].

Род Leuconostoc был обнаружен для всех исследо- 
ванных образцов с максимальным содержанием на  
7-е сутки ферментации – 15,1 %. Представители рода – 
это грамположительные факультативно-анаэробные 
неспорообразующие неподвижные молочнокислые ге- 
тероферментативные бактерии. Большинство штаммов 
Leuconostoc имеет сферическую морфологию, которая 
варьируется в зависимости от условий культивирова- 
ния и представляет собой одиночные клетки или це- 
почки [41]. Leuconostoc является основным родом 
бактерий в ферментированных пищевых продуктах. 
Leuconostoc продуцируют молочную и уксусную кис- 
лоты, углекислый газ, этиловый спирт, декстран, эфиры,  
ароматические вещества ацетоин и диацетил, т. к.  
являются гетероферментативными бактериями. Низ- 
комолекулярные органические соединения, произ- 
водимые Leuconostoc, придают ферментированным 
продуктам вкус и аромат [42]. Представители данного 
рода способны продуцировать липазы [43].

Наибольшее процентное содержание в течение 
всего периода ферментации принадлежит роду Weis- 
sella. Бактерии данного рода являются факультатив-
ными анаэробами, клетки имеют яйцевидную форму 
или форму коротких палочек, встречаются парами 
или короткими цепочками. Штаммы Weissella были 
выделены из различных природных источников, в том 
числе из ферментированных пищевых продуктов. Для  
данного рода характерен гексозомонофосфатный и  
фосфокетолазный путь, конечными продуктами ко- 
торых являются молочная и уксусная кислоты, угле-
кислый газ и этанол. Оптимум температур приходится 
на интервал от 15 до 37 °C, но некоторые штаммы 
Weissella cibaria и Weissella confusa способны расти  
при 45 °С [44, 45]. 

Процентное содержание рода Paenibacillus уве- 
личивалось в течение ферментации и на 9-е сутки 
составило 16,3 %. Paenibacillus имеют палочковидную 
форму. Грамположительные факультативно анаэроб- 
ные или строго аэробные бактерии подвижны за счет 
перитрехиальных жгутиков. Большинство видов ка- 
талазоположительно. Колонии обычно гладкие и полу- 
прозрачные светло-коричневого, белого или розового 
цвета. Оптимум температуры находится в интервале 

от 28 до 40 °С, рН – 7, но некоторые виды являются 
как алкалофильными, так и ацидофильными. Предста- 
вители этого рода известны как азотфиксаторы, солю- 
билизаторы фосфатов, продуценты антимикробных 
соединений и различных экзополисахаридов. Также 
сообщается об их способности к деградации некоторых 
ксенобиотиков. Некоторые виды рода способны к био- 
контролю и биоремедиации, а также могут высту-
пать как стимуляторы роста растений. Кроме того, 
виды Paenibacillus продуцируют различные ферменты, 
такие как протеазы, липазы, амилазы, целлюлазы и  
гемицеллюазы, которые могут применяться в промыш-
ленных процессах [46–48].

Роды Сlostridium sensu stricto, относящиеся к истин- 
ным клостридиям, в небольших количествах присут- 
ствовали на 7-е и 9-е сутки ферментации. Для предста- 
вителей рода C. sensu stricto характерно присутствие 
мезодиаминопимелиновой кислоты в составе пепти- 
догликана. По типу питания большинство видов Clos- 
tridium гетеротрофы, но встречаются хемолитоавтот- 
рофы (осуществляют гомоацетатное брожение с обра- 
зованием спиртов и органических кислот в качестве 
конечных продуктов) [49]. Для большинства видов рода 
Clostridium, способных к маслянокислому брожению, 
бутанол является основным продуктом. Получение та- 
ких продуктов делает род Сlostridium ценным с биотех- 
нологической точки зрения [50]. Представители данного 
рода являются также продуцентами протеолитических 
ферментов. Clostridium histolyticum является извест- 
ным продуцентом коллагенолитических протеаз. Из- 
вестно о продукции липолитических ферментов пред- 
ставителями данного рода. Например, Clostridium tetano- 
morphum продуцирует внеклеточную липазу [26, 51].

До 12,4 % на 9-е сутки ферментации приходится 
на бактерии семейства Clostridiaceae, которые не были 
идентифицированы до рода. 

Процентное содержание бактерии рода Paucibac- 
ter составило до 26,7 % на 2-е сутки ферментации. 
Сообщалось об использовании штамма Paucibacter 
aquatile DH15 для борьбы с цветением вредных циано- 
бактерий. Данный штамм проявляет цианобактерицид- 
ную активность против Microcystis aeruginosa за счет 
сочетания физического прикрепления и секреции циано- 
бактерицидного соединения [52]. Вид Paucibacter 
toxinivorans способен к деградации микроцистинов 
и нодуларина (цианобактериальные гепатотоксины). 
Это делает его перспективным объектом исследования 
в области борьбы с вредными цианобактериями и  
очистки воды от их токсинов [53].

Род Acinetobacter, наравне с Weissella, составляет 
наибольший процент от всех присутствующих микро- 
организмов при ферментации рапсового жмыха. Aci- 
netobacter представляет из себя род грамотрицательных 
неподвижных строго аэробных коккобацилл. Acineto- 
bacter spp. считаются непатогенными для здоровых 
людей, но известны случаи возникновения инфекцион- 
ных поражений данным родом, что осложняется их  
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антибиотикорезистентностью. Виды Acinetobacter ши- 
роко распространены в окружающей среде. Сообщалось 
о способности некоторых видов Acinetobacter проду- 
цировать липолитические ферменты [54]. Известно 
о продукции Acinetobacter parvus в экзохитиназы для  
преобразования хитина в N-ацетил-β-D-глюкозамин 
(GlcNAc), который широко используется в качестве био- 
агента и функциональной пищевой добавки [55]. Глу- 
бинная ферментации Acinetobacter nosocomialis RR20  
позволяет получить полигидроксибутират, который при- 
меняется в пищевой промышленности и медицине [56].

Остальные выявленные по родам бактерии были 
представлены в небольших количествах (менее 1 %) 
в процессе всего периода ферментации. Это бактерии  
рода Actinomyces, Neoscardovia, Corynebacterium, Kocu- 
ria, Tessaracoccus, Sphingobacterium, Brevibacillus, 
Pediococcus, Brochothrix, Lactococcus, Staphylococcus, 
Lachnoclostridium, Ensifer, Ochrobactrum, Janthino- 
bacterium, Pseudomonas и Stenotrophomonas.

Полученные результаты отличаются от данных, 
представленных при исследовании микробиоты цель- 
ных семян рапса, где среди всех выявленных родов 
микроорганизмов 15 составили основную массу. Это 
такие роды, как Pantoea, Pseudomonas, Sphingomonas, 
unclassified Enterobacteriaceae, Sphingobium, Escherichia-
Shigella, Blastomonas, unclassified Microbacteriaceae, 
Streptococcus и др. [16]. Данное различие может быть 
связано с обработкой семян, которой они подверга- 
ются при маслопроизводстве (высокие температуры), 
а также с отличием в химических составах поверх- 
ностей цельных семян и рапсового жмыха. Кроме того, 
в водной среде при ферментации состав изменяется 
с течением времени, поскольку микроорганизмы в  
больших количествах продуцируют различные ве- 
щества, в том числе изменяя кислотность. Это ведет 
к изменению микробного сообщества в системе рап- 
совый жмых – вода за счет межвидовой конкуренции.

Выводы
Биотехнологическая промышленность, как и лю- 

бая другая отрасль, постоянно нуждается в разработке 
новых подходов и использовании новых видов сырья, 
которое будет отвечать требованиям безопасности, 
эффективности и экономичности. В этом плане рап- 
совый жмых является перспективным вариантом для  
отрасли. Благодаря своему компонентному составу 
рапсовый жмых может использоваться в качестве 
субстрата для бактерий при промышленном получение 
таких ферментов, как липазы и протеазы. Исследование 
нативной микробиоты рапсового жмыха при его жид- 
кофазной ферментации позволит выделить микро- 
организмы, которые представляют интерес в качестве 
промышленных штаммов и способны расти на дан- 
ном типе сырья.

В процессе работы описана морфология 16 основ- 
ных групп микроорганизмов, которые присутствуют 
в отобранных образцах суспензии. Колонии с мор- 

фологией 1, 3, 8, 12 и 13 являлись преобладающими 
для всех суток ферментации, что позволяет предпо- 
ложить их рост при жидкофазной ферментации на рап- 
совом жмыхе в качестве изолятов. Однако следует 
учитывать влияние межвидовых взаимодействий при 
ферментации консорциума, поскольку существует  
вероятность, что для некоторых видов выделенных  
бактерий при культивировании необходимо присут- 
ствие других бактерий.

Полученные изоляты обладают широким морфо- 
логическим разнообразием по цвету, размерам, про-
филю и формам колоний. Выделенные цветные коло-
нии представляют интерес в качестве потенциальных 
источников пигментов.

В результате метагеномного анализа суспензии 
рапсового жмыха было обнаружено присутствие более 
28 родов бактерий. Наибольшее процентное содержа- 
ние пришлось на бактерии родов Weisella (до 45,8 %  
на 2-е сутки), Acinetobacter (до 40,6 % на 7-е сутки), 
Lactobacillus (до 15,7 % на 5-е сутки), Leuconostoc 
(до 15,1 % на 7-е сутки), Enterococcus (до 14,6 % на  
5-е сутки) и Paenibacillus (до 16,3 % на 9-е сутки). 
Представители всех выделенных родов распространены 
в природе, занимают различные экологические ниши 
и имеют разнообразную морфологию и условия куль- 
тивирования. Они способны синтезировать широкий 
спектр биохимических веществ и находят разнообраз- 
ное применение в различных областях промышлен- 
ности. Многие из них являются продуцентами фер- 
ментов, в том числе липаз. 

Дальнейшая работа направлена на идентифика-
цию микроорганизмов для определения их видовой 
принадлежности. Это позволит выявить их полезные 
характеристики и подобрать оптимальные условия 
культивирования. Биомасса 127 изолятов собрана 
для последующего выделения ДНК и идентифика-
ции при помощи секвенирования. На следующем 
этапе планируется произвести количественную оценку 
липазной активности выбранных микроорганизмов 
аналитическими методами. Следует отметить, что 
на протяжении выбранного периода ферментации 
(9 суток) наблюдалось увеличение количества био-
массы нативной микробиоты рапсового жмыха. Такая 
закономерность может быть следствием симбиоти-
ческого взаимодействия микроорганизмов. В связи 
с этим в дальнейшей работе планируется увеличение 
продолжительности ферментации для более полного 
исследования представителей нативной микробиоты 
рапсового жмыха.
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