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 Реферат: Выщелачивание кремния играет важную роль в выветривании горных 
пород, переработке руд и почвенно-растительных взаимодействиях. Подвижные 
соединения кремния жизненно необходимы для роста различных растений. При 
этом разнообразие видов и штаммов бактерий, способных активно выщелачивать 
кремний из твердых минеральных материалов, крайне ограничено. 
Идентифицирован штамм Bacillus sp. VKM В-1574, способный растворять 
минералы в почвах. Анализ последовательностей генов 16S рРНК и gyrB данного 
штамма выявил наивысшее сходство со штаммом Bacillus subtilis. Показано, что 
этот штамм способен выщелачивать кремний и другие необходимые химические 
элементы из фосфоритовой руды, вермикулита, чернозема и городских почв. 
Анализ биовыщелачивания фосфорита выявил значительное растворение 
кремния, а сканирующая электронная микроскопия подтвердила бактериальное 
выщелачивание фосфоритовых пород. Биовыщелачивание вермикулита показало 
наивысшее содержание растворенных соединений по сравнению с 
неинокулированными образцами для целого ряда химических элементов, включая 
редкие. Применение B. subtilis VKM В-1574 к двум образцам почв, на которых 
выращивались пшеница и огурец, увеличило количество соединений кремния как 
в почвенных экстрактах, так и в растениях по сравнению с неинокулированными 
вариантами. В статье обсуждаются возможные механизмы мобилизации кремния, 
а также роль кремния в росте растений. 
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Введение 

Микроорганизмы играют важную роль в трансформации различных минеральных соединений в 
почвах [1]. Для роста растения нуждаются в кремнии, калии, фосфоре и ряде других необходимых 
химических элементах, которые могут быть предоставлены почвенными бактериями, способными 
растворять минеральные соединения [2-4]. Данная работа посвящена мобилизации минерального 
кремния (Si), который способствует росту растений и оказывает иные полезные эффекты [5, 6]. 

Многие почвенные бактерии могут разрушать содержащие кремний минералы либо путем 
ферментативной деградации кристаллов, либо за счет их разрушения с образованием метаболических 
продуктов (биогенных кислот и щелочей, хелатирующих агентов и т.д.). Наиболее известным 
представителем активных "силикатных бацилл" является Paenibacillus mucilaginosus [7], ранее 
известный как Bacillus mucilaginosus [8]. Он способен синтезировать силиказу, ответственную за 
разрыв связей Si-O в кристаллической решетке глинистых минералов и кремнийсодержащих 
соединений [9-11]. Было предпринято множество попыток применения силикатных бацилл для 
биовыщелачивания ценных металлов из силикатных руд и бокситов [12, 13]. Использование бацилл 
для обработки силикатных минералов ограничено по экономическим причинам, однако такой подход 
может быть востребован для извлечения, например, драгоценных металлов из техногенных шлаков. 

Поиск новых видов и штаммов, способных разрушать силикатные минералы, продолжается во 
всем мире. Этот интерес в основном связан с необходимостью поиска силикат-растворяющих бактерий 
для стимулирования роста растений [14] и получения новых источников силикатов для промышленных 
целей [15]. Были разработаны специальные методы для скрининга разрушающих силикаты бактерий 
[16]. В последние десятилетия были зарегистрированы новые штаммы, растворяющие силикатные 
минералы, например, выделенные с поверхности выветренного полевого шпата [17]. 

В настоящей работе представлено исследование штамма Bacillus sp. VKM В-1574 и его 
способности разрушать минеральные соединения и высвобождать кремний и металлы в почвы. 

Материалы и методы 

2.1. Микроорганизмы 
Штамм Bacillus sp. VKM B-1574 был депонирован во Всероссийской коллекции 

микроорганизмов (ВКМ) более 70 лет назад Ленинградским ветеринарным институтом под названием 
"Bacillus mucilaginosus" без указания источника его выделения. Соответственно, в наших ранних 
публикациях мы обозначали данный штамм как "силикатная бактерия" или "B. mucilaginosus" [18]. В 
отдельных экспериментах по выщелачиванию техногенных стекловидных (силикатных) шлаков для 
сравнения мы также использовали следующие бациллы из ВКМ: Paenibacillus alvei VKM B-502, P. 
edaphicus VKM B-2665, P. mucilaginosus VKM B-7519 и P. polymyxa VKM B-514. 

2.2. Молекулярные методы идентификации 
ДНК выделяли и очищали классическим методом [19]. Клетки суспендировали в 0,5 мл ТЕ-

буфера (10 мМ Tris; 1 мМ ЭДТА, рН 8,0) и инкубировали с лизоцимом (5 мкг/мл) в течение 30 мин при 
37°C. Затем добавляли 30 мкл 10% SDS и 3 мкл протеиназы К (20 мг/мл), образец тщательно 
перемешивали и инкубировали 1 ч при 37°C. После добавления 100 мкл 5 M NaCl и 80 мкл раствора 
CTAB/NaCl (10% CTAB, бромид гексадецилтриметиламмония, Sigma-Aldrich, в 0,7 M NaCl) суспензию 
инкубировали 10 мин при 65°C. ДНК очищали хлороформом/изоамиловым спиртом, осаждали 
изопропанолом, промывали 70% этанолом, высушивали и ресуспендировали в 100 мкл ТЕ-буфера. 

ПЦР-амплификацию проводили с использованием системы GeneAmp PCR System 2700 ("Applied 
Biosystems", США). Реакционная смесь (25 мкл) содержала: буфер для Taq-полимеразы (Fermentas, 
Литва); ДНК, 10 нг; dNTP (Fermentas, Литва), 0,2 мМ; праймеры (Sintol, Россия), по 0,1 мкМ каждого; 
MgCl₂, 2,5 мМ; и Taq-полимеразу (Fermentas, Литва), 1 ед.  

Ген 16S рРНК амплифицировали с использованием следующей пары праймеров: 27f (прямой: 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') и 1525r (обратный: 5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3') в следующих 
условиях: 95ºC в течение 5 мин для денатурации целевой ДНК; 30 циклов: денатурация при 94ºC в 
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течение 30 сек, отжиг праймеров при 55ºC в течение 30 сек и элонгация праймеров при 72ºC в течение 
1 мин 20 сек; 72ºC в течение 4 мин для завершения амплификации; охлаждение до 4ºC.  

Ген gyrB амплифицировали с использованием пары праймеров: UP-1 (прямой: 5'-
GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAARTTYGA-3') и UP-2r (обратный: 5'-
AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCCRTCNACRTCNGCRTCNGTCAT-3') [20] в следующих условиях: 
95ºC в течение 5 мин для денатурации целевой ДНК; 35 циклов: денатурация при 94ºC в течение 1 мин, 
отжиг праймеров при 60ºC в течение 1 мин и элонгация праймеров при 72ºC в течение 2 мин; 72ºC в 
течение 7 мин для завершения амплификации; охлаждение до 4ºC. 

Амплифицированные продукты анализировали с помощью гель-электрофореза в 1% агарозе (с 
низким значением электроэндоосмоса, Sigma-Aldrich) в течение 40 мин при 8,3 В/см в ТВЕ-буфере (50 
мМ Tris-HCl, 48,5 мМ борная кислота и 1 мМ ЭДТА, рН 8,2). Амплифицированные продукты очищали 
с использованием набора GeneJET Gel Extraction Kit (Fermentas, Литва) согласно инструкциям 
производителя. 

Секвенирование ДНК проводили с использованием набора реагентов ABI PRISM® BigDye™ 
Terminator v. 3.1 с последующим анализом продуктов реакции на автоматическом ДНК-секвенаторе 
ABI PRISM 3730 Applied Biosystems. Секвенирование гена 16S рРНК и гена бета-субъединицы гиразы 
(gyrB) выполняли с универсальными праймерами 27f, 1525r и Up-1S (прямой: 5'-
GAAGTCATCATGACCGTTCTGCA-3') [20]. 

Полученные последовательности генов 16S рРНК и gyrB сравнивали с депонированными в 
GenBank с использованием BLAST (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Последовательности 
выравнивали с помощью программы SILVA Incremental Aligner (SINA), версия 1.2.11 (https://www.arb-
silva.de/aligner/) [21]. Сходство последовательностей исследуемого и типовых штаммов рассчитывали 
с использованием TaxonDC 1.2 [22]. Филогенетический анализ выполняли с использованием EzTaxon-
e (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/) [23] и программы MEGA версии 7.0. Выравнивание 
последовательностей ДНК gyrB выполняли с помощью программы Clustal Omega 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Филогенетические деревья строили с помощью программы 
MEGA версии 7.0, с использованием методов neighbor-joining (NJ) [24], maximum-likelihood (ML) [25] 
и minimum-evolution (ME) [26]. Дерево максимального правдоподобия, построенное на основе 
последовательностей гена gyrB штамма VKM B-1574 и представителей наиболее близких видов, 
показано на рисунке 1. Для оценки топологии деревьев использовали бутстреп-анализ на основе 1000 
повторных выборок [25]. 

2.3. Эксперименты по выщелачиванию 
Эксперименты по выщелачиванию проводили на следующих объектах: i) фосфоритовая руда, 

содержащая кремний и фосфор, ii) Версоил - минеральный материал, образованный выветриванием 
вермикулита, iii) черноземная почва, iv) загрязненная городская почва и техногенные стекловидные 
шлаки. Фосфоритовая руда была получена с Джерайского месторождения, Узбекистан, ее исходный 
химический состав (%): P₂O₅ - 13,6; CaO - 44,75; MgO - 1,05; CO₂ - 20,88; Fe₂O₃ - 3,03; SiO₂ - 2,7; Co - 
0,11. Стерильные образцы руды либо выдерживали в жидкой среде в стерильных условиях (контроль), 
либо инокулировали бактериальным штаммом VKM B-1574 в той же среде. 

Состав среды (г/л): NH₄Cl - 1,2; MgSO₄ × 7H₂O - 0,1; KCl - 0,23; MnSO₄ - 0,01; MgSO₄ - 0,10; 
MnSO₄ - 0,01; CoCl₂ - 0,01; Na₂HPO₄ - 0,26; цитрат Na - 1,20; глюкоза - 15; рН - 7,0. Как контрольные, 
так и экспериментальные образцы в колбах инкубировали при 28ºC в течение одного месяца. 
Результаты выщелачивания оценивали путем химического анализа жидких сред и электронной 
микроскопии поверхности породы. Целью эксперимента с выщелачиванием фосфорита было изучение 
высвобождения фосфора силикатными бациллами. 

Образцы Версоил были получены от Горного института, Кольского научного центра РАН. Этот 
минерал классифицируется как слоистый силикат следующего состава: Mgₓ(Mg,Fe)₃₋ₓ 
[AlSi₃O₁₀]×(OH)₂×4H₂O. Вермикулит выщелачивали по той же схеме, что и в экспериментах с 
фосфоритовой породой. Стерильный Версоил помещали в колбы со стерильной питательной средой 
(контроль) или культурной жидкостью штамма VKM B-1574 (эксперимент) в соотношении 1:3 
(твердая фаза : жидкая среда). Как контрольные, так и экспериментальные колбы инкубировали при 
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28ºC в течение одного месяца. Целью эксперимента с Версоил/вермикулитом было изучение 
высвобождения всех неорганических соединений, включая редкие элементы. 

Образец черноземной почвы отбирали на юге Томской области, Сибирь. Он содержал 8,4% 
гумуса. Концентрация солей в водной вытяжке чернозема составляла (мг/100 г почвы): NH₄ - 14; NO₃ - 
15; P₂O₅ - 70; K₂O - 80; рН 5,8. Образцы городской почвы были взяты в пригороде г. Томска; они 
представляли собой смесь глины, различного мусора и серой лесной почвы. Содержание гумуса в них 
составляло 0,5-0,9%; рН 4,2. Концентрация солей в городской почве составляла (мг/100 г): NH₄ - 0; NO₃ 
- 2,1; P₂O₅ - 5,9; K₂O - 10,3. В экспериментах по выщелачиванию образцы увлажняли дистиллированной 
водой до 60% от их полной влагоемкости. Затем их инокулировали Bacillus sp. VKM B-1574 (10⁶ 
КОЕ/мл, 20 мл на 100 г почвы) (эксперимент) или добавляли равный объем питательной среды 
(контроль). Увлажненные почвы засевали пшеницей Triticum aestivum L. и огурцом Cucumis sativus L. 
Bacillus sp. VKM B-1574 дополнительно добавляли на 7-й и 15-й дни для пшеницы и на 10-й и 20-й дни 
для огурцов. 

Чтобы выявить возможные механизмы биовыщелачивания техногенных силикатных 
материалов, мы провели отдельный эксперимент в Институте биохимии и физиологии 
микроорганизмов им. Г.К. Скрябина РАН, направленный на выщелачивание техногенных 
стекловидных шлаков. Шлаки (зеленое и черное стекло) были получены от ООО "Гвидон Голд", 
Россия. Данные шлаки образовывались в процессе пирометаллургической переработки вторичного 
сырья, содержащего драгоценные металлы: серебро, золото, палладий, платину (60-200 г/т), 
подвергались дроблению и последующему грохочению по классу крупности <1 мм. Драгоценные 
металлы находились в шлаках в виде мелких сплавленных капель тонкой сферической фракции. Эти 
металлы не имели растворенных форм, и об их высвобождении из шлаков можно было судить по 
общему разрушению материала или по высвобождению железа и никеля как косвенных показателей. 
Химический состав шлаков согласно ООО "Гвидон Голд" составлял (%): Fe- 51,00; S -- 29,77; Si -- 3,62; 
Ca -- 1,75; Al -- 1,21; Ni -- 1,15; Mg -- 0,86; Cu -- 0,11; Co -- 0,04. Выщелачивание происходило за счет 
экзополисахаридов, продуцируемых Bacillus sp. VKM B-1574 и другими бациллами, а именно: P. alvei 
VKM B-502, P. edaphicus VKM B-2665, P. mucilaginosus VKM B-7519 и P. polymyxa VKM B-514. Для 
получения экзополисахаридов выращенную бактериальную биомассу собирали, подвергали лизису, 
затем центрифугировали в течение 10 мин при 13,4 тыс. об/мин для осаждения всех возможных 
механических примесей. Затем брали супернатант и добавляли 1 мл полученной бактериальной слизи 
к 9 мл дистиллированной воды. Конечный раствор смешивали с измельченными шлаками в 
соотношении 5:1 (жидкая фаза : твердая фаза). Экспозицию проводили в течение 3 дней при 28°C. 

2.4. Химические анализы 
Концентрацию подвижных соединений кремния - моно-, поликремниевых кислот и 

органического кремния определяли фотометрически при длине волны 660 нм [27, 28]. Каждый образец 
помещали в дистиллированную воду (5 г/150 мл) и перемешивали блендером. Процедуру повторяли 
через 24 ч, затем образцы центрифугировали и анализировали супернатанты на наличие растворенных 
соединений. Концентрацию монокремниевых кислот оценивали фотометрическим методом с 
гептамолибдатом аммония: классический метод Маллена-Райли [29] использовали для устранения 
мешающего влияния фосфатов. Две аликвоты полученного раствора по 20 мл каждая отбирали для 
следующих анализов. 

Первую порцию обрабатывали ультразвуком в течение 3 мин для ускорения деполимеризации 
поликремниевых кислот. Затем добавляли 0,1 г NaOH для полной деполимеризации поликремниевых 
кислот и разрушения водорастворимых органосиликоновых соединений. Образец выдерживали в 
течение 2 недель, затем содержание монокремниевых соединений оценивали методом Маллена-Райли 
[29]. Полученное значение соответствовало сумме моно- и поликремниевых кислот и кремния 
подвижных органосиликоновых соединений. 

Вторую порцию дополняли 0,5 г активированного угля для адсорбции органосиликоновых 
соединений. Затем образец фильтровали, обрабатывали ультразвуком и добавляли 0,1 г NaOH (как 
указано выше). Полученный образец также сохраняли в течение 2 недель, затем концентрацию 
кремниевых кислот оценивали методом Маллена-Райли [29]. Полученное значение соответствовало 
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сумме моно- и поликремниевых кислот без кремния любых подвижных органосиликоновых 
соединений. 

Другие растворенные неорганические соединения анализировали методом масс-спектрометрии 
с индуктивно связанной плазмой (ICP-MS, Perkin-Elmer ELAN-DRC-e) в Центре "Вода" Томского 
политехнического университета. Все анализы проводились в соответствии с программным пакетом 
ELAN, поставляемым с оборудованием. 

В экспериментах со стекловидными шлаками катионы никеля и железа анализировали с 
использованием: 

(i) Ионного хроматографа Metrohm 838 для детектирования катионов 844 UV/VIS Compact IC с 
хроматографической колонкой 6.1010.300 Metrosep (3×150 мм) 

(ii) Атомно-абсорбционного спектрофотометра SHIMADZU АА-6800 (Shimadzu, Япония), 
управляемого программным обеспечением WizAArd. 

2.5. Сканирующая электронная микроскопия фосфоритовой породы 
Порошок фосфорита помещали на предметный столик, покрытый тонким слоем клея, затем 

напыляли серебром в вакууме. Полученный образец исследовали под электронным микроскопом JEM-
100 CXII (JEOL, Япония) с ASID-4D при ускоряющем напряжении 20 кВ. 

2.6. Биохимические анализы 
Биогенные органические продукты анализировали в жидкой культуральной среде после 48 ч 

роста Bacillus sp., VKM B-1574 при 29°C. Среда содержала (г/л): NH₄Cl - 1,2; MgSO₄ × 7H₂O - 0,1; KCl 
- 0,23; MnSO₄ - 0,01; MgSO₄ - 0,10; MnSO₄ - 0,01; CoCl₂ - 0,01; Na₂HPO₄ - 0,26; цитрат Na - 1,20; глюкоза 
- 15; рН - 7,0. 

Фитохромы анализировали с использованием ELISA-наборов OLCHEMIM (Чехия). 
Аскорбиновую кислоту определяли по реакции с 2,6-дихлорфенолиндофенолом [30]; сахара - с 
феррицианидом калия; гидролиз полисахаридов проводили в 2% HCl в течение 2 ч [31]; концентрацию 
флавоноидов определяли в спиртовых экстрактах с AlCl₃ [32]. Оптическую плотность измеряли с 
помощью многофункционального анализатора Victor (Pribori Oy, Финляндия). 

2.7. Статистика 
Все эксперименты и анализы проводили в 3 повторностях. Статистический анализ выполняли с 

использованием стандартных методов, предоставляемых программой Excel. Для определения 
достоверности полученных данных использовали дисперсионный анализ (ANOVA). Все 
представленные в статье данные достоверны (p > 99%). 

Результаты 

3.1. Идентификация Bacillus sp. VKM B-1574 
Последовательность гена 16S рРНК для Bacillus sp. VKM B-1574 содержала 1468 п.н. Анализ 

EzBioCloud показал, что штамм VKM B-1574 имел наивысшее сходство последовательностей (100%) 
с последовательностью гена 16S рРНК типового штамма вида, а именно B. subtilis subsp.  subtilis  NCIB 
3610T. Сходство последовательностей гена 16S рРНК с другими типовыми штаммами видового 
комплекса B. subtilis было ниже 99,79%. 

В целом представители группы B. subtilis имеют высокое фенотипическое сходство и 
идентичные или почти идентичные последовательности гена 16S рРНК; однако они различаются по 
составу жирных кислот и имеют низкие значения ДНК-ДНК гибридизации между различными 
представителями видового комплекса [33]. Для B. subtilis было показано высокое сходство 
последовательностей бета-субъединицы гиразы (gyrB) и ДНК-ДНК связывания [33, 34]. Таким 
образом, филогенетический анализ на основе последовательности гена gyrB можно использовать для 
различения представителей этой группы на межвидовом и внутривидовом уровнях [35]. Мы 
проанализировали ген gyrB штамма VKM B-1574. Полученная последовательность gyrB имела длину 
771 нт. Попарные сравнения последовательностей гена gyrB показали, что ближайшим родственником 
(99,9% сходства последовательностей) штамма VKM B-1574 является B. subtilis BCRC 10255T = NCIB 
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3610T. Филогенетические деревья, рассчитанные методами ML, MJ и ME, четко продемонстрировали 
сходную топологию и указали на то, что штамм VKM B-1574 помещается в монофилетический кластер 
группы B. subtilis и образует когерентный кластер с типовым штаммом B. subtilis BCRC 10255T (дерево 
показано на рис. 1). 

Рисунок 1. Филогенетическое дерево максимального правдоподобия, основанное на частичных 
последовательностях гена gyrB, показывающее положение штамма VKM B-1574 среди ближайших 
видов рода Bacillus. Числа в узлах представляют бутстреп-значения, показанные в процентах от 1000 
повторностей; показаны только значения >50%. Номера GenBank приведены в скобках. Масштабная 
линейка соответствует 0,05 замен на нуклеотид. 

3.2. Выщелачивание Si и P из фосфоритовой руды 
Результаты выщелачивания фосфорита представлены в таблице 1 и на рис.2. Процесс 

биовыщелачивания был подтвержден сканирующей электронной микроскопией, которая выявила 
наличие множества клеток на поверхности породы, а также определенные изменения в структуре 
породы. 

Таблица 1. Выщелачивание Si и P из фосфоритовой руды B. subtilis VKM B-1574.4. 
Инкубация, 

дни 
Число бактерий 

в инокулиро-
ванных 

экспериментах, 
10⁸ кл/мл 

Растворенный Si, мг SiO₂/л Растворенный P, мг РО₄²⁻/л 

Эксперименты 
с B.subtilis VKM 

B-1574

Стерильные 
эксперименты 

(контроль) 

Эксперименты 
с B.subtilis VKM 

B-1574

Стерильные 
эксперименты 

(контроль) 

5 0.0026 9.25 6.25 0.55 0.45 
10 11.5 16.75 6.88 1.25 0.63 
30 22.0 17.25 7.10 1.63 0.72 

3.3. Выщелачивание вермикулита 
В экспериментах с вермикулитом изучали способность B. subtilis VKM B-1574 выщелачивать 

различные химические элементы, включая редкоземельные. Химические анализы растворенных солей 
после 30 дней экспозиции выявили повышенную активность бактерий в процессе выщелачивания, что 
подтверждалось наличием высоких концентраций растворенных химических соединений в 
инокулированных образцах по сравнению со стерильными (контрольными): концентрация 
растворенного железа увеличилась в 22,6 раза, магния - в 4,6 раза, кремния - в 3,7 раза и т.д. (Таблица 
2). Примечательно, что концентрация растворенных P, Se, B и некоторых редкоземельных элементов 
снизилась, вероятно, из-за их селективного поглощения бактериями. 
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Рисунок 2. Сканирующая электронная микроскопия поверхности фосфоритовой породы после 30 
дней экспозиции в жидкой среде. А, B - контроль, без B. subtilis VKM B-1574; C, D - эксперимент с 
B. subtilis VKM B-1574. Микрофотографии демонстрируют колонизацию минерала бактериальными 
клетками при инокуляции. 

Таблица 2. Выщелачивание вермикулита в жидкой среде, мг/л. 

Хим. элемент 
Стерильные 

эксперименты
(контроль) 

Выщелачив. 
с B.subtilis VKM 

B-1574 
Хим. элемент 

Стерильные 
эксперименты

(контроль) 

Выщелачив.   
с B. subtilis VKM 

B-1574 
Na 484.47 519.03 Ni 0.037 0.17 
K 128.56 133.53 Rb 0.032 0.012 
Ca 122.72 238.31 Li 0.020 0.036 
Mg 84.67 387.71 Mo 0.020 0.031 
Si 26.65 98.02 Co 0.015 0.056 
P 2.32 0.72 Ge 0.010 0.015 
Fe 1.61 36.43 Sc <0.01 <0.01 
Sr 0.79 1.21 Ga 0.009 0.0090 
B 0.42 0.30 Se 0.0088 0.0026 
Cu 0.12 0.17 Zr 0.0032 0.019 
Mn 0.085 3.41 Nb 0.0029 0.024 
Al 0.078 25.27 Y 0.00012 0.0028 
Ti 0.076 1.48 Ag 0.000061 0.00043 
Zn 0.061 0.39 V <0.000005 <0.000005 
Cr 0.054 0.25 Be <0.000004 0.00071 
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3.4. Образование подвижных Si-соединений в почвах 
Для изучения возможной положительной роли B. subtilis VKM B-1574 в улучшении почв мы 

проанализировали конечные концентрации мобилизованного кремния в виде моно- и поликремниевых 
кислот и органосиликоновых соединений как в почвах, так и в растениях. Очевидно, что 
органосиликоновые соединения присутствовали в растениях, но не в почве. Концентрация 
монокремниевых кислот была выше как в черноземе, так и в городской почве. В целом концентрация 
мобилизованных Si-соединений была выше в инокулированных образцах по сравнению с 
контрольными (неинокулированными) (Таблицы 3, 4). 

Таблица 3. Соединения кремния в черноземе и растениях огурца, мг SiO₂/100 г, через 60 д. 
 Чернозем, 

контроль 
Чернозем, 
инокуляция 

Огурец, растение,  
контроль 

Огурец, растение,  
инокуляция 

Монокремниевые кислоты 23.0 29.0 71.8 84.8 
Поликремниевые кислоты 13.7 9.2 30.4 38.6 
Органосиликоновые 
соединения 

<1.0 <1.0 6.2 17.0 

Всего 36.7 38.2 108.4 140.4 

Таблица 4. Соединения кремния в городской почве и растениях пшеницы, мг SiO₂/100 г, через 15 д. 
 Почва, 

контроль 
Почва, 
инокуляция 

Пшеница, 
растение,  
контроль 

Пшеница, 
растение,  
инокуляция 

Монокремниевые кислоты 5.7 12.1 32.0 30.6 
Поликремниевые кислоты 2.6 7.0 7.6 29.1 
Органосиликоновые 
соединения 

<1.0 <1.0 33.3 39.5 

Всего 8.3 19.1 72.9 99.2 

3.5. Активные выщелачивающие соединения 
Способность многих видов бацилл извлекать биогенные элементы из минералов и почв хорошо 

известна. При попытках понять механизм выщелачивания возникла гипотеза, что бациллы в основном 
высвобождают кремний и фосфор с помощью биогенных органических кислот [36-38]. При этом, 
отдельные исследования показали, что B. mucilaginosus разрушает минеральные кремниевые 
соединения при участии полисахаридов. Было сделано предположение, что полисахариды просто 
адсорбируют эти биогенные органические кислоты [10]. Позже мы показали, что сами полисахариды 
могут разрушать структуры поликремниевых минералов [11]. Этот вывод согласуется с ранее 
предложенным химическим механизмом [39]. В соответствии с этими данными мы провели 
химический анализ культуральной среды после 48 часов роста B. subtilis VKM B-1574, который показал 
присутствие значительного количества как полисахаридов, так и биогенных органических кислот, 
включая аскорбиновую и кетокислоты  (Таблица 5). Таким образом, B. subtilis VKM B-1574 
продуцирует слизь и кислоты и может воздействовать на минералы двумя способами: либо путем 
разрушения кристаллических решеток с помощью ферментов, либо путем их разложения микробной 
слизью. Кроме того, мы показали, что в процессе культивирования B. subtilis VKM B-1574 накапливал 
различные биологически активные вещества в культуральной среде (Таблица 5). 

Можно предположить, что активность бактериального выщелачивания и механизмы его 
реализации зависят не только от выбранного штамма/вида, но и от характеристик перерабатываемого 
минерального сырья. Возможность использования B. subtilis VKM B-1574 для промышленной 
экстракции металлов из стекловидных шлаков как вторичного минерального сырья была отдельным 
направлением исследований. Основной целью этих исследований было извлечение драгоценных 
металлов, однако, поскольку они не растворялись, расчетными показателями деградации минерального 
сырья служили показатели извлечения Ni и Fe [11, 40]. 
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Таблица 5. Содержание некоторых биогенных соединений в культуральной среде B. subtilis VKM B-
1574 после 48 ч роста. 

Биогенные соединения Концентрация, 
мг/л Биогенные соединения Концентрация, мг/л 

Аскорбиновая кислота 1875 Смешанные 
кетокислоты 

17.25 

Общие сахара 316 Пировиноградная 
кислота 

0.98 

Полисахариды 266 Кетоглутаровая кислота 0.32 
Смешанные 
флавоноиды 

163 Дигидрозеатин рибозид 0.037 

Восстанавливающие 
сахара 

50 Изопентениладенозин 0.005 

Индол-3-уксусная 
кислота 

25.9 Трансзеатин рибозид 0.0004 

Таблица 6. Сравнение выщелачивания Fe и Ni из техногенных шлаков с использованием 
экзополисахаридов различных микроорганизмов (по [11]). 

Вариант инокуляции Концентрация в культуральной среде, 
мг/л 
Ni Fe 

Контроль 0.08 6.82 
Bacillus sp. VKM B-1574 <0.05 4.00 
Paenibacillus alvei VKM B-502 <0.05 8.00 
P. polymyxa VKM B-514 < 0.05 8.00 
P. edaphicus VKM B-2665 0.78 134.82 
P. mucilaginosus VKM B-7519 0.86 143.45 

 
Мы сравнили B. subtilis VKM B-1574 с другими бациллами по способности к деградации шлаков. 

Результаты представлены в Таблице 6. Видно, что экзополисахариды только двух использованных 
культур обладали необходимой промышленной выщелачивающей активностью, а именно P. edaphicus 
VKM B-2665 и P. mucilaginosus VKM B-7519. Экзополисахариды других бацилл, включая B. subtilis 
VKM B-1574, были недостаточно эффективны для перевода этих металлов в раствор. Таким образом, 
полученные данные могут свидетельствовать о том, что деградация стекловидных кремниевых связей 
B. subtilis VKM B-1574 обеспечивается бактериальными ферментами, а не экзополисахаридами. 
Сопоставление этой информации с опубликованными данными об активных метаболитах B. subtilis 
VKM B-1574 (Таблица 5) и мобилизации кремния из других источников (Таблицы 2-4) открывает 
широкое поле для будущих исследований. 

В целом, результаты сканирующей электронной микроскопии (Рис. 2) и анализ содержания 
некоторых биогенных соединений (Таблица 5) показали, что штамм B. subtilis VKM B-1574 может 
использоваться совместно с минералами, формируя комплексные удобрения. 

Обсуждение 

Стимулирующее действие кремния (Si) на растения широко известно и применяется на практике: 
кремниевые удобрения используются в сельском хозяйстве для повышения урожайности культурных 
растений [41]. Применение (Si+P)-удобрений усиливает активность почвенных бактерий, 
направленную на мобилизацию необходимых химических элементов из твердых минералов. В 
частности, это проверенный способ обеспечения растений доступными соединениями фосфора [42]. 

Наши эксперименты с вермикулитом показали, что бактерии воздействуют на алюмосиликаты; 
выщелачивание приводит к растворению/мобилизации многочисленных химических элементов, 
включая кремний и алюминий. Двухвалентные катионы извлекаются в значительно большей степени 
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по сравнению с пассивным химическим выщелачиванием. На сегодняшний день накоплен 
значительный объем информации о способности бацилл разрушать различные минералы [9-11, 43]. 
Согласно опубликованным данным и нашим результатам, к биогенным растворимым соединениям 
относятся органические кислоты (галловая, щавелевая, лимонная, салициловая, пирокатехиновая, 
бензойная и др.), экзополисахариды и некоторые ферменты (гидролазы, оксидоредуктазы и др.). Как 
показано в Таблице 5, биохимические анализы культуральной среды после 48 часов роста B. subtilis 
VKM B-1574 выявили присутствие значительных количеств не только полисахаридов, сахаров и 
кислот, но и важных биологически активных соединений. Таким образом, бактерии могут: (i) 
разрушать минералы кислотами, ферментами или полисахаридами и (ii) стимулировать рост растений 
за счет других механизмов. B. subtilis VKM B-1574, по-видимому, обладает обеими способностями, что 
важно для практического использования этого микроорганизма в сельском хозяйстве. 

Показано, что в процессе культивирования B. subtilis может накапливать в среде различные 
биологически активные вещества, помимо перечисленных в Таблице 5. Эти бактерии способны 
продуцировать около 200 антибиотиков, аминокислот, витаминов, фитогормонов, а также карбоновые 
органические кислоты (молочную, уксусную, масляную), ди- и трикарбоновые кислоты – щавелевую, 
яблочную, лимонную [44]. Мы обнаружили три типа цитокининов: дигидрозеатин рибозид, 
изопентениладенозин и трансзеатин рибозид. После инокуляции растений огурца этим бактериальным 
штаммом концентрация цитокининов и индол-3-уксусной кислоты увеличивалась, тем самым 
стимулируя рост растений. Мы также установили, что обработка пшеницы B. subtilis VKM B-1574 
способствовала значительному укреплению стебля и листьев злака за счет накопления кремния в 
тканях растения [18]. Способность штамма VKM B-1574 синтезировать флавоноиды также 
представлена в Таблице 5. Эти соединения по своей природе являются фенольными. Для другого 
штамма B. subtilis [44] была показана продукция фенилуксусной (29,03%) и 4-гидроксифенилуксусной 
кислот (10,49%) в значительных количествах.  Данные соединения способны индуцировать 
корнеобразование у растений. 

В представленной работе мы продемонстрировали способность B. subtilis VKM B-1574 извлекать 
кремний и включать его в биогенные кремнийсодержащие соединения. Также была показана 
биогенная экстракция других неорганических солей из твердых минералов. В целом, эти результаты 
позволяют предположить, что применение B. subtilis VKM B-1574 к различным типам почв будет 
оказывать положительное влияние на процесс мобилизации основных химических элементов в форму, 
доступную для растений. 

Органосиликоновые соединения не были обнаружены в исследуемых почвах (Таблица 3), но их 
содержание увеличивалось в растениях после применения бактерий. Результаты экспериментов 
показали, что содержание биолитов в растениях пшеницы и огурца было выше, чем в контрольном 
варианте. У растений, выращенных на черноземе, наблюдалось увеличение содержания 
органосиликоновых соединений более чем в 2 раза; в городской почве уровень этих соединений также 
повышался, но не столь значительно. По-видимому, поликремниевые кислоты служат основой для 
образования биолитов растений. 

Водный обмен и полимеризация Si являются двумя основными факторами, обеспечивающими 
высокую концентрацию кремниевой кислоты в побегах растений [45]. Интенсивность поглощения Si 
варьирует в зависимости от вида растения [46]. У злаков и огурца транспорт Si может быть 
опосредован различными специфическими системами и отличаться по энергетическим затратам. У 
пшеницы дополнительный Si в форме мономерной кремниевой кислоты присутствует в ксилеме [46]. 
Огурец не поглощает Si так быстро, как растения пшеницы, но при высоких концентрациях Si в почве 
его поглощение может увеличиваться. При этом содержание Si в листьях растения может достигать 
уровня, характерного для злаков [47]. 

Выводы 

Ранее мы использовали штамм Bacillus sp. VKM B-1574 для выщелачивания и мобилизации 
основных питательных веществ из минералов с целью их использования в системе почва-растение [48]. 
В представленной работе мы идентифицировали Bacillus sp. VKM B-1574 как B. subtilis с высоким 
сходством с типовым штаммом вида по последовательностям генов 16S рРНК и  gyrB. Мы также 
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показали его высокую эффективность в выщелачивании фосфатной руды и вермикулита (Версоил), 
которые, в свою очередь, могут использоваться в качестве почвенных удобрений. Кроме того, мы 
инокулировали B. subtilis VKM B-1574 в два типа почв, засеянных пшеницей и огурцом, и 
продемонстрировали увеличение количества мобилизованных соединений Si как в почвенных 
экстрактах, так и в тканях растений по сравнению с неинокулированными (контрольными) вариантами. 

Рассмотрены возможные механизмы мобилизации Si, и роль кремния в растениях. Различные 
бактериальные метаболиты – кислоты, сахара, экзополисахариды, ферменты – могут быть 
использованы для мобилизации кремния в зависимости от минерала. Мы не обнаружили активного 
разрушения стекла биогенными экзополисахаридами. Тем не менее, на основании исследования мы 
можем констатировать, что штамм B. subtilis BKM B-1574 активно выщелачивает кремнийсодержащие 
минералы и может использоваться вместе с таковыми для создания комплексных удобрений. Тот факт, 
что изученный активный штамм принадлежит к B. subtilis, расширяет пространство для  поиска новых 
промышленных штаммов данного вида. 
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