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Среды и растворы. Для получения ночных культур бактерии культивировали в жидкой питательной 
среде ПДБ (пептон – 10 г/л, дрожжевой экстракт – 5 г/л, NaCl – 8 г/л (рН 7,0–7,2)). Способность утили-
зировать фенол изучали при выращивании в жидкой минеральной среде К [14] с добавлением раствора 
микроэлементов по Постгейту [15]. Для определения титра клеток проводили высев на агаризованную 
среду ПДА (пептон – 10 г/л, дрожжевой экстракт – 5 г/л, NaCl – 8 г/л, агар – 15 г/л (рН 7,0–7,2)).

Изучение динамики роста бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ap при культивировании с фенолом. 
В колбы с минеральной средой К, дополненной раствором микроэлементов и водным раствором фенола до 
конечной концентрации (200 мг/л), вносили дважды отмытую в физиологическом растворе ночную культуру 
до достижения оптической плотности при длине волны 600 нм, равной 0,05 оптической единицы (о. е.). 
Культивировали на орбитальном шейкере при температуре 28 °С и скорости перемешивания 140 об/мин 
в течение 28 ч. Каждый час измеряли оптическую плотность при длине волны 600 нм. Каждые 2 ч гото-
вили серию разведений и производили высевы на среду ПДА для определения титра клеток, а также 
отбирали 2 мл культуральной жидкости для измерения концентрации фенола. Эксперимент проводили 
в двух биологических повторах, каждый из них – в двух технических повторах. 

Оценка концентрации фенола. Определение концентрации фенола осуществляли с помощью спектро
фотометрического метода по калибровочному графику (рис. 1). Для построения калибровочного графика 
использовали водные растворы фенола с известной концентрацией в диапазоне 2–30 мг/л (при более высо-
кой концентрации фенола график теряет линейную зависимость). Определяли оптическую плотность рас-
творов при длине волны 270 нм. Центрифугировали культуральную жидкость при скорости 10 000 об/мин 
в течение 5 мин для осаждения клеток. Измеряли оптическую плотность полученного супернатанта при 
длине волны 270 нм (при необходимости супернатант разводили). Отсутствие неспецифических соеди-
нений, обладающих спектром поглощения, сходным со спектром поглощения фенола, определяли при 
культивировании бактерий в минеральной среде К с добавлением сукцината натрия (0,2 %) в качестве 
источника углерода.

Определение эффективности деградации фенола. Эффективность деградации фенола рассчиты-
вали по формуле
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где Э – эффективность деградации фенола, %; сi – текущая концентрация фенола, мг/л; с0 – начальная 
концентрация фенола, мг/л.

Статистический анализ данных. Статистическую обработку полученных результатов осуществляли 
с помощью встроенной программы Excel (пакет Microsoft Office 2013).

Выделение тотальной ДНК. Тотальную ДНК бактерий выделяли саркозиловым методом [16]. 
Проведение полногеномного секвенирования. Полногеномное секвенирование выполняли на при-

борах MiSeq (Illumina, США) и MinION (Oxford Nanopore Technologies, Великобритания). Для подготовки 
библиотек ДНК использовали наборы Nextera XT (артикул FC-131-1024) (Illumina) и Ligation Sequencing 

Рис. 1. Калибровочный график для определения концентрации  
фенола спектрофотометрическим методом

Fig. 1. Calibration graph for determining the concentration  
of phenol by the spectrophotometric method


