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Аннотация. При создании биокатализатора для конверсии лизина в 1,5-диаминопентан (1,5-ДАП, 
кадаверин) применяют бактерии с искусственной сверхэкспрессией генов, кодирующих лизинде-
карбоксилазы. В работе анализировали способность природных штаммов Escherichia coli продуциро-
вать 1,5-ДАП и оценили возможность их использования в составе цельноклеточного биокатализато-
ра конверсии лизина в 1,5-ДАП. Измерена продукция 1,5-ДАП у 70 штаммов E. coli, выделенных из 
разных источников. Обнаружены штаммы, способные со скоростью в 4-5 раз более высокой по сравне-
нию с коллекционным штаммом E. coli K12, осуществлять конверсию L-лизина в 1,5-ДАП. Примене-
ние культур природных микроорганизмов с плотностью ОП600≤10 обеспечивало скорость накопления 
1,5-ДАП и его конечную концентрацию, сравнимые с использованием генно-модифицированных 
штаммов. Подобран метод иммобилизации бактерий в агар, позволяющий сохранить активность 
лизиндекарбоксилазы относительно суспензионной культуры, а также при длительном хранении и 
повторном использовании. В целом, при использовании изученных штаммов в процессе периодиче-
ского культивирования не удалось достичь максимальных показателей продукции, показанных для 
генно-модифицированных штаммов, но их способность длительно сохранять активность в суспен-
зионной культуре, а также при иммобилизации делает перспективным их применение в непрерыв-
но-проточном процессе.

Ключевые слова: 1,5-диаминопентан, кадаверин, лизиндекарбоксилаза, цельноклеточный биокатализатор, 
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Abstract. The most biocatalysts for the process of converting lysine to 1,5-DAP are based on bacteria with artificial 
overexpression of genes encoding lysine decarboxylase. The aim of the work is to analyze the ability of natural 
Escherichia coli strains to produce 1,5-DAP and to assess the possibility of their use as whole-cell biocatalysts for 
the conversion of lysine to 1,5-DAP. 1,5-DAP production was measured in 70 E. coli strains isolated from various 
sources. Strains were found that provide 4-5-fold higher rate of L-lysine conversion to 1,5-DAP compared to the 
E. coli K12 strain. The use of cultures of natural strains with a density of OD600≤10 ensured a level of 1,5-DAP 
producing rate and its final concentration comparable to the use of genetically modified strains. Further increase 
in biomass did not lead to an increase in the efficiency of the process. A method for immobilizing bacteria in agar 
has been developed, which allows keeping lysine decarboxylase activity relative to suspension culture, as well as 
during long-term storage and reuse. Finally, the using of the studied strains in a batch process did not provide 
the maximum production rates shown for genetically modified strains, but their ability to maintain activity in 
suspension culture and after immobilization makes them promising to use as biocatalysts in a flow process.
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время большое внимание уделя-

ется теме получения биопластиков – полимерных 
материалов на основе возобновляемого сырья 
биологического происхождения [16]. Согласно 
одному из отчетов общая продукция пластмасс 
в 2022 г. составила 386 млн. т, из которых 4 млн. т 
приходится на биопластики, прирост производства 
которых превышает прирост производства пласти-
ков в целом [17]. Востребованными полимерами с 
широким спектром применения являются поли-
амиды, образованные из мономеров, связанных 
амидными связями. Как и другие полимерные 
материалы, полиамиды традиционно получают 
методами химического синтеза из углеводородного 
сырья. По данным 2018 г. общемировая продукция 
полиамидов достигла 8.2 млн. т в год, и прогнозиро-
вался ее рост до 10.9 млн. т к 2025 г. В 2023 г. объем 
производства биополиамидов составил 0.352 млн. 
т, и до 2028 г. прогнозируется ежегодный прирост 
мирового производства до 29% [17, 5].

Особый интерес представляют биополиа-
миды на основе 1,5-диаминопентана (1,5-ДАП, 
кадаверин), для которого пока не разработан 
эффективный способ химического синтеза из 
углеводородного сырья. Полиамиды на основе 1,5-
ДАП (PA5.X) благодаря их высокой прочности на 
разрыв, высокой температуре плавления и устой-
чивости к растворителям находят применения в 
различных отраслях промышленности [9, 10]. Пу-
тем полимеризации 1,5-ДАП с янтарной кислотой, 
адипиновой кислотой или себациновой кислотой 
получают полиамиды марки PA5.4, PA5.6 и PA5.10 
соответственно. Полиамид 5.6 обладает высокой 
прочностью и устойчивостью к истиранию и при-
меняется для производства текстильных волокон. 
Полиамид 5.10 прозрачнее аналогов, получаемых 
путем нефтехимического синтеза (например, 
нейлон 6.6), обладает более низкой плотностью и 
хорошей ударной вязкостью и может найти приме-
нение в автомобилестроении, самолетостроении и 
электротехнике. Кроме того, 1,5-ДАП потенциаль-
но может быть использован в сельском хозяйстве, 
как регулятор созревания плодов и стимулятор 
урожайности [6].

Среди известных способов получения 1,5-диа-
минопентана из возобновляемых биологических 
ресурсов можно перечислить: синтез 1,5-ДАП из 
пятиуглеродных сахаров (ксилозы) химическим 
способом; синтез 1,5-ДАП из соединений (метано-
ла, углеводов, метана) в процессах ферментации, 
осуществляемых цельноклеточными биокатализа-
торами; синтез 1,5-ДАП в результате одностадий-
ного процесса декарбоксилирования L-лизина с 
применением биокатализаторов. Первый способ 
сопряжен со всеми сложностями и рисками, при-
сущими методам органического синтеза, в частно-
сти: многостадийность процесса, необходимость 

применения металлов в качестве катализаторов, 
образование токсичного промежуточного продукта 
фурфураля. Преимущество второго способа заклю-
чается в использовании простых и разнообразных 
субстратов, в том числе промышленных отходов, но 
выход целевого продукта при этом способе получе-
ния ниже по сравнению с двумя другими. Третий 
способ является наиболее простым, а доступность 
и невысокая цена лизина, используемого в каче-
стве субстрата, делает его экономически выгодным 
[4, 5, 6, 10].

Основное внимание в современных исследо-
ваниях процессов биотехнологического синтеза 
1,5-диаминопентана уделяется разработке цель-
ноклеточных биокатализаторов. Для создания 
биокатализатора и проведения  биоконверсии 
лизина в 1,5-ДАП применяют генно-инженерные 
конструкции, обеспечивающие сверхэкспрессию 
гена, кодирующего фермент лизиндекарбоксилазу 
(ЛДК, ЕС 4.1.1.18). Существует две основные изо-
формы лизиндекарбоксилазы: индуцибельная изо-
форма, наиболее активная при низких значениях 
рН среды, и конститутивная изоформа, активная в 
широком диапазоне значений рН, но оптимальным 
для фермента являются близкие к нейтральным 
значения [12]. У Escherichia coli конститутивная 
изоформа лизиндекарбоксилазы кодируется геном 
ldcC, индуцибельная – геном cadA. Искусственную 
сверхэкспрессию осуществляют либо за счет поме-
щения гена, кодирующего лизиндекарбоксилазу, 
под контроль сильного промотора, что обеспечи-
вает конститутивную сверхэкспрессию, либо под 
контроль индуцируемого промотора, в частности, 
в составе плазмид рET и рКЕ в клетках Escherichia 
coli [8, 14–15, 18]. Микроорганизмы дополнительно 
подвергаются генетической модификации, направ-
ленной на повышение эффективности транспорта 
лизина и 1,5-ДАП через клеточную оболочку или 
синтеза кофактора лизиндекарбоксилазы – пири-
доксальфосфата [8, 11, 19].

Следует отметить, что в большей части извест-
ных исследований биокатализаторы созданы на ос-
нове небольшого количества лабораторных штам-
мов, не обладавших повышенным уровнем синтеза 
кадаверина или сверхактивными и устойчивыми 
лизиндекарбоксилазами. Можно предположить, 
что природные микроорганизмы характеризуются 
большим разнообразием и, соответственно, могут 
обладать более высоким синтетическим потен-
циалом, имея естественно сформировавшиеся и 
стабильные генные комплексы, обеспечивающие 
сверхпродукцию целевого вещества, а изоформы 
лизиндекарбоксилазы могут обладать повышенной 
активностью и устойчивостью.

Цель работы – анализ способности природных 
изолятов Escherichia coli продуцировать 1,5-диами-
нопентан и оценка возможности их использования 
в качестве цельноклеточных биокатализаторов в 
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одностадийном процессе биоконверсии лизина в 
1,5-диаминопентан. 

МЕТОДИКА
Объекты исследования  

и условия культивирования
Объектами исследования стали 70 природных 

штаммов Escherichia coli из коллекции лаборатории 
молекулярной биотехнологии ИЭГМ УрО РАН. 
Культуры были выделены в 2016-2018 гг. от сель-
скохозяйственных животных в фермерских хозяй-
ствах Пермского края: от кур (n=38), коров (n=17), 
кроликов (n=5), свиней (n=4) и перепелов (n=6). 
В качестве референсного штамма использовали 
штамм E. coli K12, полученный из Всероссийской 
коллекции микроорганизмов (ВКМ).

Для получения инокулята микроорганизмы, 
сохраняемые в полужидком агаре LB, переносили 
в бульон LB и культивировали в течение 19-20 ч без 
перемешивания при 37˚C. 

При первичном скрининге по 20 мкл инокулята 
вносили в лунки микропланшета, содержащие 180 
мкл минимальной среды М9 с добавлением 0.4% 
глюкозы и 1 г/л L-лизина гидрохлорида и инкуби-
ровали в течение 24 ч без перемешивания при 37˚C 
или 20 мкл инокулята вносили в 3 мл бульона LB и 
инкубировали в течение 24 ч при 37˚C и перемеши-
вании со скоростью 120 об./мин. 

В экспериментах по изучению биоконверсии 
лизина в 1,5-ДАП инокулят с определенной опти-
ческой плотностью вносили в 1 мл питательной 
среды в микропробирках или 5 мл питательной 
среды в пробирках или пенициллиновых флаконах 
с ватно-марлевыми пробками с добавкой L-лизина 
гидрохлорида и культивировали при 37˚С. Для 
получения культур с высокой плотностью иноку-
лят выращивали в 50-100 мл бульона LB в колбах 
Эрленмейера объемом 250 мл в течение 19-20 ч при 
37˚C с перемешиванием (200 об./мин) в термоста-
тируемом шейкере (1092, «GFL», Германия). Для 
концентрирования клетки осаждали центрифуги-
рованием (45 мл культуры, 3700 g, 20 мин), полу-
ченный осадок ресуспендировали в необходимом 
объеме свежей среды. Процесс биоконверсии с 
использованием культур с высокой плотностью 
осуществляли в условиях интенсивного перемеши-
вания. В частности, E. coli N82 культивировали в 1 
мл среды  М9 (рН=4) в микропробирках со скоро-
стью перемешивания 800 об./мин (TTS2, «IKA», 
США), E. coli N16 культивировали в 5 мл среды  М9 
(рН=4) в пенициллиновых флаконах со скоростью 
перемешивания 180 об./мин (1092, «GFL», Герма-
ния). 

Измерение плотности культуры
Измерение оптической плотности (ОП600) куль-

туры проводили с использованием спектрофото-

метра UV-1280 («Shimadzu», Япония) и микроплан-
шетного ридера Feyond-A400 («Allsheng», Китай). 
Образцы с высокой плотностью предварительно 
разбавляли необходимым объемом физраствора 
для получения суспензии клеток с оптической 
плотностью в интервале от 0.1 до 0.4 ед. Расчет 
значений сухой биомассы (СБ) производили с ис-
пользованием предварительно построенных кали-
бровочных кривых зависимости СБ от оптической 
плотности культуры (ОП600).

Определение количества колониеобразующих 
единиц (КОЕ)

Для подсчета клеток готовили последователь-
ные десятикратные разведения культуры в физи-
ологическом растворе и 10 мкл каждой суспензии 
наносили на поверхность агара LB в чашках Петри. 
Чашки инкубировали при 37˚С и через 18-20 ч про-
изводили подсчет сформировавшихся колоний. 

Определение лизиндекарбоксилазной  
активности бактерий

Для определения лизиндекарбоксилазной 
активности микроорганизмы культивировали в 
селективной среде – декарбоксилазном бульоне 
(ДК-бульон) с добавкой и без добавки 20 г/л L-ли-
зина гидрохлорида. 20 мкл инокулята вносили в 
лунки микропланшета, содержащие 180 мкл среды, 
и инкубировали при 37˚C в течение 8 ч без переме-
шивания. Наличие лизиндекарбоксилазной актив-
ности оценивали визуально по изменению цвета 
среды культивирования с желтого на синий.

Измерение концентрации 1,5-диаминопентана  
в среде

По окончании культивирования 120-200 мкл 
культуры переносили в микропробирки и центри-
фугировали (16000 g, 5 мин) (5415D, «Eppendorf», 
Германия). Затем 100 мкл надосадочной жидкости 
переносили в микропробирки, содержащие 10 мкл 
4 н. HClO4, и замораживали. Количественный ана-
лиз 1,5-диаминопентана проводили методом тон-
кослойной хроматографии после предварительной 
дериватизации дансилхлоридом [1].

Иммобилизация бактерий в агар  
и условия реакции биоконверсии

Микроорганизмы, сохраняемые в полужидком 
агаре LB, переносили в 50-100 мл бульона LB в 
колбах Эрленмейера объемом 250 мл, культивиро-
вали в течение 19-20 ч при 37˚C с перемешиванием 
(200 об./мин) в термостатируемом шейкере (1092, 
«GFL», Германия) и измеряли ОП600 полученной 
суспензии. Для концентрирования клетки осаждали 
центрифугированием (45 мл культуры, 3700 g, 20 
мин), полученный осадок ресуспендировали в не-
обходимом объеме свежей среды или физраствора. 
Проводили контрольное измерение ОП культуры и 
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рассчитывали концентрацию биомассы. Затем 2 мл 
концентрированной суспензии клеток смешивали 
с 18 мл агара (итоговая концентрация агара в смеси 
– 1.5%), тщательно перемешивали и заливали по 20 
мл смеси в чашку Петри диаметром 9 см, что позво-
лило получить слой агара толщиной примерно 4 мм. 
Застывший агар стерильным скальпелем разрезали 
на кубики размером примерно 4×4×4 мм, используя 
разлинованную подложку с нанесенными квадрата-
ми 4×4 мм в качестве шаблона. Этот способ получе-
ния иммобилизованных клеток являлся основным. 
Также в ходе работы были опробованы другие спо-
собы получения агаровых гранул, описание которых 
представлено в разделе Результаты. Полученные 
гранулы промывали физраствором и помещали в 
пенициллиновые флаконы, содержащие 5 мл сре-
ды М9 с добавкой 1 г/л L-лизина гидрохлорида, 
предварительно измерив суммарную массу гранул, 
помещаемых в каждый флакон. Реакционную смесь 
инкубировали при 37˚С и скорости перемешивания 
200 об./мин и проводили отбор проб для определе-
ния концентрации 1,5-ДАП в среде, как описано 
выше. 

Детекция генов вирулентности
Детекцию генов токсинов (hlyA, hlyF, east1/astA, 

ehxA, estI/estA, estII/estB, eltA, stx1, stx2, cnf1), а также 
прочих генов, ассоциированных с вирулентностью 
(papC, afa/draBC, iha, flu, ompT, kpsMTII, iss, iroN, 
iutА), осуществляли в ПЦР по конечной точке с 
использованием праймеров и режимов амплифика-
ции, согласно рекомендациям в работах [3, 13].

Статистический анализ
Статистический анализ проведен с исполь-

зованием пакета программ Statistica 6.0 («Statsoft 
Inc.», США). На рисунках, в таблицах и тексте 
представлены значения среднего и стандартного 
отклонения, рассчитанных на основе данных не ме-
нее трех независимых экспериментов. Для оценки 
статистической значимости различий средних двух 
групп использован непарный t-критерий. Различия 
считали статистически значимыми при р≤0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Изучение способности природных изолятов  
E. coli продуцировать 1,5-диаминопентан

На предварительном этапе проанализирована 
способность природных изолятов E. coli проду-
цировать 1,5-диаминопентан (1,5-ДАП) за счет 
декарбоксилирования лизина. Для этого проведена 
качественная оценка наличия лизиндекарбоксилаз-
ной активности при культивировании бактерий в 
ДК-бульоне и количественный анализ продукции 
1,5-ДАП при культивировании в бульоне LB или 
минимальной среде М9 с добавкой 0.4% глюкозы и 
0.8 г/л лизина. Культивирование в глюкозо-мине-

ральной среде с добавкой аминокислоты-предше-
ственника способствовало проявлению активности 
индуцибельной формы лизиндекарбоксилазы, 
культивирование в бульоне – конститутивной изо-
формы фермента. Для ранжирования природных 
штаммов их способность продуцировать 1,5-ДАП 
сравнили с биосинтетической активностью коллек-
ционного штамма E. coli К12, лизиндекарбоксилазы 
которого послужили основой для разработки ранее 
созданных биокатализаторов конверсии лизина в 
1,5-ДАП [8, 11, 15, 19].

Первичный скрининг показал, что один штамм 
бактерий (1.4%) не был способен синтезировать 
1,5-ДАП, а четыре культуры (5.7%) не проявляли 
лизиндекарбоксилазную активность при культи-
вировании в ДК-бульоне – селективной среде, по-
зволяющей выявить активность, главным образом, 
индуцибельной лизиндекарбоксилазы. Наличие 
способности продуцировать кадаверин на фоне 
отсутствия лизиндекарбоксилазной активности 
можно объяснить тем, что при культивировании 
в ДК-бульоне происходило закисление среды, что 
приводило к ингибированию конститутивной изо-
формы фермента, активность которой проявлялась 
при культивировании в среде LB.

При культивировании в бульоне LB 21.4% изо-
лятов демонстрировали в 1.5 раза более высокую 
способность синтезировать 1,5-ДАП. Наиболее 
продуктивные культуры накапливали в среде в 
10-15 раз больше диамина по сравнению со штам-
мом E. coli К12. В минимальной среде с добавкой 
аминокислоты-предшественника 23.9% природных 
микроорганизмов продуцировали в 1.5 раза больше 
1,5-ДАП по сравнению с коллекционным штаммом 
(максимальный показатель составил 2-2.5 раза). 
Можно отметить, что среди природных микроорга-
низмов также встречались культуры с пониженным 
уровнем продукции 1,5-ДАП. При культивировании 
в бульоне LB 14% природных изолятов характеризо-
вались в 1.5 раза более низкой продукцией 1,5-ДАП, 
при культивировании в минимальной среде М9 с 
добавкой аминокислоты-предшественника – 39% 
от общего числа культур.

На основе результатов скрининга отобраны 
перспективные культуры, характеризующиеся наи-
более высокой продукцией 1,5-ДАП: изолят N16 
превосходил другие изоляты при культивирования в 
среде М9 с добавкой лизина, изолят N82 продуци-
ровал большие количества 1,5-ДАП как в среде М9, 
так и бульоне.

Ввиду потенциального биотехнологического 
применения важно оценить безопасность исполь-
зуемых штаммов-продуцентов. Молекулярно-ге-
нетический анализ штаммов N16 и N82 показал, 
что они не несут детектированных генов основных 
токсинов (hlyA, stx1, stx2, cnf1 и др.), а также генов, 
ассоциированных с адгезией, инвазией и устойчи-
востью к сыворотке (papC, afa/draBC, iutА, iss и др.)  



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ / APPLIED BIOCHEMISTRY AND MICROBIOLOGY.     2026.     T. 62.     № 5

Ахова, Хабирова и др. / Akhova, Khabirova et al.802

(см. «Методика»). Оба штамма не проявляли 
гемолитической активности. Таким образом, ото-
бранные изоляты можно классифицировать как 
потенциально пригодные для использования в  био-
технологических процессах. 

Применение природных изолятов E. coli в качестве 
цельноклеточных биокатализаторов процесса 
биоконверсии L-лизина в 1,5-диаминопентан

На следующем этапе проведен подбор среды 
культивирования, наиболее подходящей для про-
цесса биоконверсии лизина в 1,5-ДАП с примене-
нием выделенных культур. В частности, реакцию 
биоконверсии проводили в 5 мл бульона LB, 
минимальной среды М9 или физраствора, которые 
имели рН=4 или рН=7, а также содержали или 
не содержали 0.4% глюкозы в качестве источника 
углерода и энергии. В качестве субстрата вносили 
0.8 г/л L-лизина, начальная плотность культуры 
составляла ОП600=1. Оптимальной средой для 
протекания реакции биоконверсии при участии 
природных штаммов явилась среда М9 с рН=4 
(рис. 1, 2). Штаммы N16 и N82 накапливали в 
среде 1,5-ДАП в концентрации до 5 мМ со скоро-
стью продукции 3.7±0.8 и 3.2±0.8 ммоль/г сухой 
биомассы/ч соответственно, в то время как штамм  
K12 – около 2 мМ 1,5-ДАП со скоростью продукции 
0.78±0.5 ммоль/г сухой биомассы/ч.

Рис. 1. Продукция 1,5-диаминопентана клетками  
E. coli при культивировании в среде M9 (рН 4) с до-
бавлением 1 г/л L-лизина гидрохлорида (ОП600≈1).  
1 – E. coli K12, 2 – E. coli N16
Fig. 1. Production of 1,5-diaminopentane by E. coli cells 
cultivated in M9 medium (pH 4) with the addition of 1 
g/l L-lysine hydrochloride (OD600≈1). 1 – E. coli K12,  
2 – E. coli N16

Наблюдалась прямая зависимость скоро-
сти накопления 1,5-ДАП в среде от количества 
биомассы в интервале 0.3-3.0 г/л (ОП600≈1-10) и 
концентрации L-лизина. Максимальная скорость 
биоконверсии отмечена в реакционной смеси, где 

соотношение биомассы к субстрату 1:2 и выше  
(в г/л). Однако в условиях периодического культи-
вирования с исходной концентрацией СБ=0.3 г/л 
полноты конверсии субстрата удавалось достичь 
только при его низких концентрациях, по-видимо-
му, вследствие ингибирования процесса в резуль-
тате накопления продукта реакции (табл. 1).

Таблица 1. Влияние начальной концентрации суб-
страта на эффективность конверсии L-лизина в 
1,5-диаминопентан штаммом E. coli N16

Table 1. Effect of initial substrate concentration on the 
efficiency of L-lysine conversion to 1,5-diaminopentane 
by E. coli strain N16

L-лизин, 
г/л

Скорость 
конвер-
сии, %

Конверсия субстрата, %

2 ч 2 ч 6 ч 24 ч

0.80 100 28.7±2.9 62.1±20.1 68.2±3.6

0.24 37.2±14.0* 63.5±20.7 59.6±38.9 86.1±27.6

0.08 6.8±3.5* ** 20.9±12.2 86.7±28.4 41.6±14.7
*Статистически значимое отличие от «0.80 г/л», **статистически 
значимое отличие от «0.24 г/л» (статистический анализ проведен 
только для показателей скорости конверсии). ОП600≈1
*Statistically significant difference from the “0.8 г/л”, **statistically 
significant difference from the “0.24 г/л” (statistical analysis was 
performed only for conversion rates). OD600≈1

Для сравнения потенциала выделенных ми-
кроорганизмов с известными штаммами с искус-
ственной сверхэкспрессией генов была проведена 
оценка их лизиндекарбоксилазной активности в 
условиях, приближенных к описанным в статьях 
[7, 8, 14, 19]. Как правило, в таких исследованиях 
используют бактериальные культуры с высокой 
плотностью биомассы (ОП600≥10) и большие ко-
личества субстрата (≥50 г/л). Была измерена про-
дукция кадаверина бактериальными культурами 
с ОП примерно равной 10 и 50 в среде с добавкой 
лизина гидрохлорида в концентрации 50-150 г/л в 
условиях интенсивного перемешивания (рис. 2,  3).

При использовании культуры E. coli N16 в каче-
стве биокатализатора максимальная концентрация 
продукта составила 20 мМ (ОП600≈10, 150 г/л лизи-
на гидрохлорида), при использовании E. coli N82 – 
около 50 мМ (ОП600≈10, 150 г/л лизина гидрохлори-
да/ОП600≈50, 50 г/л лизина гидрохлорида). Эффект 
увеличения плотности бактериальной культуры 
на скорость протекания процесса биоконверсии 
зависел от конкретного микроорганизма. В случае 
E. coli N82 скорость биоконверсии значительно 
возрастала при увеличении плотности культуры 
до ОП600≈10, а концентрация продукта достигала 
максимума в течение 2-4 ч. На первых этапах куль-
тивирования E. coli N16 скорость биоконверсии 
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для культур с плотностью в интервале ОП600=1-50 
была примерно одинакова, зависимое от плотно-
сти увеличение эффективности процесса биокон-
версии наблюдалось после 4 ч культивирования. 
Увеличение плотности бактериальной культуры до 
ОП600≈50 не оказывало положительного влияния 
на скорость и продуктивность процесса биокон-
версии с использованием обоих изолятов. Это 
можно связать с ухудшением массообмена в более 
плотной культуре. При использовании культуры с 
плотностью ОП600≈10 наблюдалась прямая зависи-
мость эффективности процесса биоконверсии от 
концентрации субстрата.

Рис. 2. Продукция 1,5-диаминопентана клетками  
E. coli N82 в зависимости от концентрации субстрата 
и плотности культуры: 1 – ОП600=10.6, 1 г/л L-ли-
зина гидрохлорида; 2 – ОП600=10.6, 50 г/л L-лизина 
гидрохлорида; 3 – ОП600=10.6, 150 г/л L-лизина ги-
дрохлорида; 4 – ОП600=40.3, 50 г/л L-лизина гидрох-
лорида; 5 – ОП600=40.3, 150 г/л L-лизина гидрохло-
рида
Fig. 2. Production of 1,5-diaminopentane by E. coli N82 
cells depending on substrate concentration and culture 
density: 1 – OD600=10.6, 1 g/l L-lysine hydrochloride; 
2 – OD600=10.6, 50 g/l L-lysine hydrochloride; 
3 – OD600=10.6, 150 g/l L-lysine hydrochloride;  
4 – OD600=40.3, 50 g/l L-lysine hydrochloride; 5 – 
OD600=40.3, 150 g/l L-lysine hydrochloride

Поскольку существенное накопление продукта 
реакции при использовании клеток E. coli N16 в ка-
честве биокатализатора наблюдалось спустя 4 ч от 
начала культивирования, была проведена оценка 
влияния добавления источника углерода и энергии 
(глюкозы) в среду на процесс биоконверсии. Кро-
ме того, проведено исследование влияния режима 
дробного внесения субстрата (лизина) на эффек-
тивность биоконверсии. В этих экспериментах ли-
зин вносился однократно в концентрации 100 г/л  
или дробно по 25 г/л в 0, 2, 4 и 8 ч после начала ре-
акции биоконверсии. Также в культуру добавляли 

0.4% глюкозы на 0, 2, 4 и 8 ч культивирования или 
не добавляли (табл. 2).

Рис. 3. Продукция 1,5-диаминопентана клетками  
E. coli N16 в зависимости от концентрации субстрата 
и плотности культуры: 1 – ОП600=8.3, 50 г/л L-ли-
зина гидрохлорида; 2 – ОП600=8.3, 100 г/л L-лизина 
гидрохлорида; 3 – ОП600=8.3, 150 г/л L-лизина ги-
дрохлорида; 4 – ОП600=40.1, 50 г/л L-лизина гидрох-
лорида; 5 – ОП600=40.1, 150 г/л L-лизина гидрохло-
рида
Fig. 3. Production of 1,5-diaminopentane by E. coli N16 
cells depending on substrate concentration and culture 
density: 1 – OD600=8.3, 50 g/l L-lysine hydrochloride; 
2 – OD600=8.3, 100 g/l L-lysine hydrochloride; 
3 – OD600=8.3, 150 g/l L-lysine hydrochloride;  
4 – OD600=40.1, 50 g/l L-lysine hydrochloride; 5 – 
OD600=40.1, 150 g/l L-lysine hydrochloride

Установлено, что дробный режим внесения 
субстрата не оказывал влияния на накопление про-
дукта реакции. С другой стороны, подпитка куль-
туры источником углерода и энергии позволила 
получить 1,5-ДАП в концентрации более 100 мМ.

В целом, в сходных условиях культивирования 
природные изоляты продуцировали 1,5-ДАП в 
концентрациях, сопоставимых c продукцией ген-
но-модифицированных штаммов со сверхэкспрес-
сией гена, кодирующего лизиндекарбоксилазу. 
Например, биоконверсия лизина культурой E. coli 
со сверхэкспрессией гена ldcC (E. coli pKE_ldcC, 
ОП600=10, 50 г/л лизин)/(E. coli pET_ldcC_pdxY, 
ОП600=10, 160 г/л лизин, 0.1 мМ пиридоксальфос-
фат) обеспечивала накопление 300 мМ 1,5-ДАП 
в среде культивирования [7, 14]. Применение 
клеток E. coli со сверхэкспрессией гена cadA (E. coli 
pSIT_cadA, ОП600=10, 180 г/л лизин) обеспечивало 
продукцию  ⁓ 230 мМ 1,5-ДАП [19]. Более высоких 
показателей продукции 1,5-ДАП в процессе био-
конверсии лизина удавалось достичь за счет увели-
чения плотности бактериальной культуры [8, 19]. 
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Увеличение концентрации биомассы природных 
изолятов в реакционной среде не оказывало поло-
жительного влияния на эффективность процесса 
биоконверсии (рис. 2, 3).

Таблица 2. Влияние режима дозирования субстрата и 
добавки глюкозы в среду на эффективность процесса 
биоконверсии L-лизина гидрохлорида в 1,5-диами-
нопентан штаммом E. coli N16 

Table 2. The effect of substrate dosing regimen and 
glucose addition to the medium on the efficiency of 
the bioconversion process of L-lysine hydrochloride to 
1,5-diaminopentane by E. coli strain N16

Условия культивирования
1,5-диаминопен-

тан, мМ№ L-лизин-
HCl, г/л

Глюкоза 
(0.4%)

1 100 - 12.7±1.1
2 25×4 - 13.5±2.5
3 100 + 92.6±6.2* **
4 25×4 + 137.8±37.5* **

*Статистически значимое отличие от условий культивирования № 
1, **статистически значимое отличие от условий культивирования 
№ 2. ОП600=7.6, Т=24 ч

*Statistically significant difference from the № 1, **statistically significant 
difference from the № 2. OD600=7.6, Т=24 h

Влияние иммобилизации на стабильность 
и лизиндекарбоксилазную активность 
цельноклеточных биокатализаторов  
на основе природных изолятов E. сoli

На предварительном этапе опробованы разные 
методы иммобилизации бактериальных клеток 
в агаровый носитель и проведено сравнение ли-
зиндекарбоксилазной активности полученных 
биокатализаторов. Оптимальным оказался метод 
получения кубических гранул при смешивании 
в чашке Петри агара и предварительно сконцен-
трированной центрифугированием бактериаль-
ной культуры с последующим после затверде-
вания нарезанием на кубики размером 4×4 мм  
(рис. 4а). Скорость биоконверсии L-лизина в 1,5-
ДАП иммобилизованными клетками E. coli N16 – 
3.1±0.1 ммоль/г сухой биомассы/ч. Альтернативные 
методы иммобилизации – формирование биоката-
лизатора в лунках 96-луночного микропланшета 
с последующим разрезанием агаровых гранул на 
две половины и капание суспензии клеток в агаре 
в холодный концентрированный раствор KCl, ока-
зались либо менее эффективными (снижение ак-
тивности), либо технологически менее удобными 
в результате получения  аморфных волокон вместо 
гранул (рис. 4 б, в).

(а) (в)(б) (г)

Рис. 4. Иммобилизация клеток E. coli N16 в агар. а – гранулы, полученные путем заливки суспензии клеток в агаре в 
чашку Петри и разрезания на кубики после застывания; б – гранулы, полученные после заливки суспензии клеток 
в 96-луночный планшет и разрезания на две половины после застывания; в – аморфные волокна агарового носи-
теля, полученные в результате капания суспензии клеток в агаре в холодный раствор KCl; г – гранулы, полученные 
основным методом (а), после 9 сут использования 
Fig. 4. Immobilization of E. coli N16 cells in agar. а – granules obtained by pouring the cell suspension in agar into a Petri 
dish and cutting into cubes after solidification; б – granules obtained after pouring the cell suspension into a 96-well plate and 
cutting into two halves after solidification; в – amorphous fibers of the agar carrier obtained by dropping the cell suspension in 
agar into a cold KCl solution; г – granules obtained by the main method (а), after 9 days of use

На следующем этапе исследования изучали вли-
яние иммобилизации и добавления в среду источ-
ника углерода и энергии (глюкозы) на сохранение 
лизиндекарбоксилазной активности (по накопле-
нию продукта реакции) при повторном использо-

вании биокатализаторов (табл. 3). Для повторного 
использования клеток планктонной культуры в 
качестве биокатализатора после окончания двухча-
сового цикла их осаждали центрифугированием и 
переносили в свежую среду с субстратом. В целом, 
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иммобилизованные клетки дольше сохраняли свою 
активность по сравнению с клетками планктонной 
культуры. Добавка в среду глюкозы способствовала 
поддержанию активности суспензионной культуры 
в результате компенсации потерь биомассы, сопро-
вождающих осаждение центрифугированием, за 
счет роста. Наличие в среде источника углерода и 
энергии обеспечивало повышение скорости био-
конверсии иммобилизованными клетками отно-
сительно первого цикла биокатализа. Изменение 

количества КОЕ по окончании цикла согласуется 
с изменением биомассы биокатализатора и под-
тверждает сохранение жизнеспособности и целост-
ности клеток. В частности, после четырех последо-
вательных циклов количество КОЕ в суспензии без 
добавления глюкозы равнялось 2.8±1.5×108 КОЕ/
мл, с добавлением глюкозы – 2.0±0.6×109 КОЕ/мл 
(начальное количество КОЕ при первой загрузке – 
8.1±2.4×108 и 8.3±2.0×108 соответственно, среднее 
± стандартное отклонение при n=3).

Таблица 3. Сохранение лизиндекарбоксилазной активности и биомассы штамма E. coli N16 при повторном 
использовании

Table 3. Maintenance of lysine decarboxylase activity and biomass of E. coli strain N16 upon repeated use

n цикла

Лизиндекарбоксилазная активность, % Сухая биомасса, г/л

планктонная культура иммобилизованные клетки планктонная культура

М9 М9+0.4% 
глюкоза М9 М9+0.4% 

глюкоза М9 М9+0.4% 
глюкоза

1 100 100 100 100 0.32±0.02 0.38±0.01

2 95.8±8.7 104.8±9.9 100.5±5.3 153.9±21.01* 0.26±0.011* 0.36±0.01

3 63.3±2.91,2* 100.9±2.2 91.1±3.8 135.7±16.81* 0.23±0.011* 0.36±0.01

4 41.4±2.91,2,3* 99.6±7.5 102.3±5.6 146.2±7.41* 0.19±0.011,2,3* 0.38±0.03
Продолжительность цикла – 2 ч. Активность планктонной культуры рассчитана с учетом концентрации биомассы. Биомасса иммобили-
зованных клеток в реакционной смеси ‒ 0.23 г/л. n* – статистически значимое отличие от показателей активности после n цикла
The cycle duration is 2 hours. The activity of the planktonic culture is calculated taking into account the biomass concentration. The biomass of 
immobilized cells in the reaction mixture is 0.23 g/l. n* – statistically significant difference from the activity values ​​after the nth cycle.

Визуальная оценка и взвешивание общей массы 
иммобилизованного биокатализатора показало, 
что существенного разрушения агаровых гранул 
при использовании в описанном режиме в течение 
9 сут не происходило (рис. 4г).

Далее была проведена оценка потери активно-
сти биокатализатора при хранении. Первоначаль-
но проведено сравнение влияния температурных 
условий хранения (табл. 4). Установлено, что хра-
нение при -20˚С и +4˚С в течение 7 сут  приводило 
к одинаковой потере активности. В то же время 

показано, что замороженные гранулы биокатали-
затора для проявления максимальной активности 
нуждались в преинкубации, которая заключалась  
в выдерживании  иммобилизованных клеток в 
реакционной смеси при 37˚С  30 мин до внесения 
субстрата.

В условиях хранения при +4˚С обнаружена 
прямая зависимость между сохранением биоката-
литической активности и концентрацией иммоби-
лизованных клеток (табл. 5).

Таблица 4. Влияние температуры хранения на активность иммобилизованных клеток E. coli N16

Table 4. Effect of storage temperature on the residual activity of immobilized E. coli N16 cells

Температура, ˚С
Лизиндекарбоксилазная активность, %

без преинкубации с преинкубацией

-20 34.5±5.1 58.5±6.0*

+4 61.0±7.1** 66.2±8.8
Cухая биомасса в агаре – 0.6 г/л. 100% – активность в 1 сут эксперимента. *статистически значимое различие между постановкой реакции 
с преинкубацией и без; **статистически значимое отличие от активности биокатализатора, хранившегося при -20˚С

Dry biomass in agar – 0.6 g/l. 100% – activity on the first day of the experiment. *statistically significant difference between the reaction with and 
without preincubation; **statistically significant difference from the activity of the biocatalyst stored at -20˚C
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Таблица 5. Влияние концентрации иммобилизованных клеток на сохранение лизиндекарбоксилазной актив-
ности биокатализатора в процессе хранения

Table 5. The influence of the concentration of immobilized cells on the maintenance of lysine decarboxylase activity of 
the biocatalyst during storage

Сухая биомасса
в агаре, г/л

Лизиндекарбоксилазная активность, %

7 сут 30 сут 6 мес

0.3 53.5±3.6* 23.6±1.2* ** -

0.6 66.2±8.8* - -

1.5 79.1±5.3 89.3±9.1 -

3.0 87.5±7.6 104.5±11.9 39.9±4.5* **
100% – активность в первый день эксперимента. Хранение при +4˚С. *статистически значимое отличие от активности в первый день 
эксперимента; **статистически значимое отличие от показателей активности после 7 дней хранения

100% – activity on the first day of the experiment. Storage at +4˚C. *statistically significant difference from activity on the first day of the experiment; 
**statistically significant difference from activity after 7 days of storage.

Ранее было проведено исследование сохранения 
лизиндекарбоксилазной активности клеток ген-
но-модифицированного штамма с индуцируемой 
сверхэкспрессией гена cadA при иммобилизации в 
альгинат кальция или бария [2]. Показано, что ско-
рость биоконверсии с применением иммобилизо-
ванных клеток снижалась по сравнению со свобод-
ными клетками: на 45% и 23% при иммобилизации 
в альгинат кальция и альгинат бария соответствен-
но. Иммобилизация клеток в агар, также приво-
дила к снижению скорости декарбоксилирования 
лизина (на 16%). Как показано в работе [2], свобод-
ные клетки с индуцированной сверхэкспрессией 
теряли почти 60% лизиндекарбоксилазной актив-
ности после второго цикла использования (время 
цикла – 1 ч, раствор ацетата натрия с добавкой 0.1 
мМ пиридоксальфосфата, 1 М лизин). Снижение 
эффективности биоконверсии при использовании 
природных изолятов, которое наблюдалось после 
трех двухчасовых циклов, было связано с потерей 
биомассы при отмывке клеток и компенсировалось 
добавкой в среду источника углерода и энергии. 
Клетки генно-модифицированного штамма, им-
мобилизованные в альгинат бария, и клетки иссле-
дованного в настоящей работе иммобилизованно-
го в агар природного изолята полностью сохраняли 
свою активность после четырех последовательных 
циклов биоконверсии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, выявлены природные изоляты 

E. coli, показавшие в 4-5 раз более высокую ско-
рость конверсии L-лизина в 1,5-ДАП по сравнению 
с известным лабораторным штаммом E. coli K12. 
Применение культур природных микроорганизмов 
с плотностью ОП600≤10 (сухая биомасса≤3 г/л) в ка-
честве биокатализаторов процесса биоконверсии 

L-лизина в 1,5-диаминопентан обеспечивало ско-
рость накопления продукта реакции и его конеч-
ную концентрацию, сравнимые с использованием 
генно-модифицированных штаммов с искусствен-
ной сверхэкспрессией генов, кодирующих лизин-
декарбоксилазы. Природные микроорганизмы для 
проявления лизиндекарбоксилазной активности 
не нуждались в добавлении в среду специфических 
индукторов (изопропил-β-D-тиогалактопирано-
зид) и пиридоксальфосфата в отличие от большин-
ства генно-модифицированных штаммов. Однако 
дальнейшее увеличение концентрации биомассы 
в реакционной смеси не приводило к повышению 
скорости накопления продукта и его конечной кон-
центрации, как это показано для микроорганизмов 
с искусственно индуцированной сверхэкспресси-
ей. В результате достичь максимальных показателей 
продукции 1,5-ДАП, ранее продемонстрированных 
для процессов с использованием генно-модифи-
цированных штаммов, с применением природных 
микроорганизмов не удалось. В частности, макси-
мальная концентрация 1,5-диаминопентана, полу-
ченного в периодическом процессе, составила 2.16 М  
(E. coli pETDuet_pelB_CadB_CadA, обеспечи-
вающий сверхэкспрессию генов, кодирующих 
лизиндекарбоксилазу и антипортер лизин/када-
верин, 8 г/л сухой биомассы, пиридоксальфосфат, 
натрий-цитратный буфер, 150 г/л+150 г/л лизина) 
[11]. Тем не менее, природные микроорганизмы 
лучше сохраняли лизиндекарбоксилазную актив-
ность в суспензионной культуре при повторном 
использовании по сравнению с клетками с искус-
ственно индуцированной сверхэкспрессией. Клет-
ки природных микроорганизмов почти не теряли 
лизиндекарбоксилазную активность при иммо-
билизации в агар, при этом иммобилизованные 
клетки сохраняли активность при повторном ис-
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пользовании и длительном хранении. Замедление 
процесса конверсии лизина в 1,5-ДАП при участии 
природных микроорганизмов, по-видимому, свя-
зано с ингибированием активности ферментов по 
мере накопления продукта реакции, поскольку при 
переносе клеток в свежую среду их лизиндекар-
боксилазная активность сохранялась. Природные 
штаммы могут быть использованы в качестве био-

катализаторов процесса трансформации лизина в 
1,5-ДАП в режиме проточного культивирования. 
Кроме того, природные микроорганизмы могут 
послужить источником лизиндекарбоксилаз с 
улучшенными свойствами, а кодирующие их гены 
могут быть использованы для создания сверхэкс-
прессионных конструкций.
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