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The biodegradation patterns of different polyhydroxyalkanoates (PHAs) was studied in freshwater 
tropical reservoirs of South Vietnam (Nha Trang), in an artificial still water reservoir and in running 
water of the River Kai. It was revealed the weight loss profiles of films and pellets in the River Kai 
did not depend on the chemical structure of the polymer samples; poly(3-hydroxybutyrate) and a 
copolymer of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) degraded with the same intensity. The 
weight loss of homopolymer samples was faster in artificial reservoir. The study of the taxonomic 
variety of microorganisms in the fouling films of polymer samples showed differences in the dominant 
communities of PHA-degrading microorganisms. Among other organotrophs the proportion of PHA-
depolymerase synthesizing bacteria was higher in the River Kai and ranging from 7 to 17 % in different 
samples, in spite of that the taxonomic variety of PHA-degrading bacteria was less diverse. The PHA-
degrading community of the River Kai was represented by Bacillus, Acinetobacter and Streptomyces, 
from artificial reservoir samples Bacillus, Pseudomonas, Corynebacterium, Mycobacterium and 
Actinobacteria was isolated. The PHA-degrading fungi – Aspergillus candidus and Verticillium alba – 
were found only in the artificial reservoir.
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Микробиологическая деградация  
полигидроксиалканоатов в пресной воде тропиков
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 Тхи Ми Хиеп Лег, Н.Л. Филичевг, И.И. Гительзонб
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Исследованы закономерности биодеградации образцов полигидроксиалканоатов (ПГА) 
различной химической структуры и морфологии в пресных тропических водоёмах Южного 
Вьетнама (г. Нячанг)  – в искусственом бессточном бассейне и проточной воде реки Кай. 
Выявлено, что профили снижения массы плёнок и прессованных форм в реке Кай не зависели от 
химической структуры полимеров, образцы гомополимера 3-гидроксибутирата и сополимера 
3-гидроксибутирата и 3-гидроксивалерата разрушались с одинаковой интенсивностью. В 
искусственном водоёме быстрее происходило разрушение образцов из гомополимера. Изучение 
таксономического разнообразия микроорганизмов в биоплёнках обрастания на поверхности 
образцов полимеров выявило различия в сообществах доминантных микроорганизмов-
деструкторов. Доля бактерий-деструкторов, обладающих ПГА-деполимеразами, среди 
прочих органотрофов была выше в реке Кай, составляя от 7 до 17  % на разных образцах, 
однако таксономический состав бактерий деструкторов был менее разнообразным. В реке 
Кай сообщество деструкторов было представлено бактериями родов Bacillus, Acinetobacter 
и Streptomyces, а в искусственном водоёме – представителями родов Bacillus, Pseudomonas, 
Corynebacterium, Mycobacterium, а также актинобактериями. Микромицеты-деструкторы 
были обнаружены только в искусственном водоёме – Aspergillus candidus и Verticillium alba.

Ключевые слова: биоразрушаемые полимеры, полигидроксиалканоаты (ПГА), биодеградация, 
микроорганизмы-деструкторы.

Введение

Одним из эффективных приёмов защиты 
окружающей среды от накопления тупико-
вых отходов является использование вместо 
синтетических полиолефинов биоразлагае-
мых биопластиков, к которым относятся по-

лигидроксиалканоаты (ПГА)  – микробные 
биополимеры. Возможность синтезировать 
ПГА разной химической структуры позволяет 
получать изделия с разнообразными физико-
механическими свойствами, которые бу-
дут биодеградировать в окружающей среде 
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с образованием нетоксичных продуктов. 
Скорости деградации таких изделий при по-
падании в почву или водоёмы будут зави-
сеть от множества факторов  – химических 
и физических характеристик полимеров, 
климато-географических условий, структуры 
микробных сообществ почвенных и водных 
экосистем. 

По данным ряда исследователей, химиче-
ская структура полимера оказывает влияние 
на скорости деградации ПГА (Rutkowska et al., 
2008; Volova et al., 2007). Однако эти данные 
неоднозначны. Сополимерные образцы поли-
3-гидроксибутирата-со-3-гидроксивалерата 
(П3ГБ/3ГВ), имеющие меньшее значение 
степени кристалличности и более пористую 
поверхность, разрушались быстрее в тро-
пических мангровых экосистемах, чем го-
мополимер поли-3-гидроксибутират (П3ГБ) 
(Sridewi et al., 2006). Подобные результаты 
были получены при исследовании деградации 
образцов П3ГБ, П3ГБ/3ГВ и П3ГБ/3ГВ/4ГБ в 
почве и эвтрофном озере в Малайзии. В почве 
быстрее разрушался терполимер, затем сопо-
лимер и медленнее всего гомополимер (Salim 
et al., 2012). В работе Морс и др. (Morse et al., 
2011) указывают на увеличение скорости раз-
рушения образцов поли(3-гидроксибутирата-
со-3-гидроксигексаноата) при увеличении 
фракции сополимера с 3,8 до 10 мол. %. Есть 
и противоположные результаты: например, 
скорость разрушения гомополимера П3ГБ 
бактериями Alcaligenes faecalis выше, чем со-
полимера П3ГБ/3ГВ (Iwata et al., 1999). 

Такие различия связывают с видоспеци-
фичностью микроорганизмов-деструкторов, 
обладающих деполимеразной активностью, 
так как известно, что деградация различных 
по химической структуре ПГА зависит от 
специфичности активного сайта в катали-
тической области деполимеразы (Shinomiya, 
1998; Kasuya, 1999). 

Проведённые исследования биодегра-
дации образцов ПГА в почве и прибрежной 
морской воде Южного Вьетама по некоторым 
параметрам не совпадали с установленными 
ранее закономерностями для почв и водоёмов 
Сибири. Например, была обнаружена более 
высокая скорость деградации образцов из 
гомополимера П3ГБ по сравнению с сополи-
мером П3ГБ/3ГВ, а также сравнительно мед-
ленная скорость убыли массы образцов в тро-
пических почвах. Так, плёночные образцы в 
почве КИС Дам Бай за год экспозиции разру-
шились только на 50 % (Boyandin et al., 2013). 
Скорость разрушения аналогичных типов по-
лимеров в морской воде бухты Дам Бай была 
выше, чем в почве. За 4,5 месяца экспозиции 
плёнки из гомополимера П3ГБ разрушились 
на 70 %, а из сополимера с гидроксивалера-
том – на 60 % (Volova et al., 2011). Аналогич-
ные результаты представлены в работе Салим 
(Salim et al., 2012), где авторы предполагают, 
что в почве скорость гидролиза ПГА лимити-
руется доступностью воды. В озере, где вода 
в изобилии, столкновения между молекулами 
воды и полимеров в единицу времени возрас-
тают, что и приводит к увеличению скорости 
деградации. Такая же тенденция ранее была 
отмечена Ёши (Yoshie et al., 1999) в исследо-
вании сополимера П3ГБ/3ГВ. Сравнительный 
анализ процесса биодеградации разных ти-
пов ПГА в пресной и морской воде показал, 
что в морской воде залива Зибурга (Канада) 
скорость разрушения образцов ПГА была 
выше, чем в пресных водоемах (Mergaert et 
al., 1995).

Ведущая роль микробиологической 
трансформации в разрушении полимерных 
изделий в природных средах была показана 
во многих работах. С увеличением численно-
сти микроорганизмов возрастала скорость де-
градации ПГА (Yew et al., 2006). И, наоборот, 
введение в полимер добавок против обраста-
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ния микроорганизмами на 100 дней задержи-
вало начало потери массы образцов полимера 
в почве (Woolnough et al., 2013). 

В целом, на примере различных объектов 
природной среды показано, что процесс био-
разрушения ПГА определяется химическим 
составом полимера, геометрией и способом 
переработки полимера в изделия, типом при-
родной экосистемы, а главным образом  – её 
микробиологической составляющей, в зави-
симости от структуры которой реализуется 
механизм биоразрушения ПГА.

Цель настоящей работы  – исследова-
ние деградации ПГА различной химической 
структуры в условиях тропического климата 
в проточных и бессточных пресных водоё-
мах.

Материалы и методы

Исследовали биодеградацию ПГА двух 
типов: гомополимера 3-гидроксимасляной 
кислоты (П3ГБ) и сополимера 3-гидрокси-
масляной и 3-гидроксивалериановой кислот 
(П3ГБ/3ГВ) с включением 3-гидроксивалера-
та 8 мол.  % (Volova et al., 1998), изготовлен-
ных в виде плёнок и объёмных прессованных 
форм. Плёнки получали методом полива из 
4%-ных растворов полимеров в хлороформе; 
из плёнок высекали диски диаметром 30 мм, 
толщиной 0,08-0,1 мм, массой 60±10 мг. Прес-
сованные формы получали из гомогенного 
порошка полимера методом прямого холодно-
го прессования под давлением (120 кгс/см2) на 
лабораторном прессе AutoPellet 3887 (Carver, 
США); диаметр прессованных форм 10 мм, 
толщина 2,5-3 мм, масса 350±5 мг. 

Биодеградацию образцов полимеров ис-
следовали в тропических условиях в проточ-
ном и бессточном водоёмах на территории 
Южного Вьетнама (г. Нячанг):

1  – искусственный бессточный бассейн 
на Климатической испытательной станции 

(КИС), расположенной на острове Че в зали-
ве Дам Бай (12º 14' с.ш., 109º 11' в.д.). Удалён-
ность от моря ≈ 50 м. Является береговой и 
надводной станцией и занимает по площади 
2 га на суше и 1,7 га морской акватории. 

2  – естественный водоток  – река Кай, 
протекающая в г. Нячанг (12° 17' с.ш., 108° 
45' – 109° I2' в.д.) и являющаяся основным ис-
точником водоснабжения города. Река Кай 
является самой большой рекой в провинции 
Кханьхоа, ее протяжённость  – 79 км, пло-
щадь водосбора – 1450 км2. Общий сток воды 
составляет 1,79 км3 в год. Имеет 15 притоков 
общей протяжённостью 10 км, впадает в за-
лив Нячанг Южно-Китайского моря (Gusakov 
et al., 2011). 

Подготовленные образцы полимеров 
помещали в чехлы из мелкоячеистого мель-
ничного газа, по три образца каждого типа. 
Чехлы прикрепляли к металлическим рамкам 
и погружали в воду (рис. 1а, б). Глубина по-
гружения в искусственном водоёме составля-
ла 20-40 см. Для размещения образцов в реке 
Кай чехлы закрепляли в сетчатом стальном 
контейнере и погружали на дно реки, за чер-
той города выше по течению у моста (рис. 1в), 
глубина погружения составляла около 2 м. 
Период экспозиции – февраль-октябрь 2012 г.

Скорость убыли массы образцов полиме-
ров определяли гравиметрически. Для этого 
чехлы один раз в месяц изымали, образцы 
тщательно промывали дистиллированной 
водой, высушивали при температуре 40 °С 
в течение 24 часов и взвешивали на лабора-
торных весах Adventurer OH-AR2140 (Ohaus, 
Швейцария).

Одновременно с отбором образцов ре-
гистрировали следующие гидрохимические 
показатели воды: температуру, рН, концен-
трацию растворённого кислорода, солё-
ность. Определение содержания растворён-
ного кислорода в воде проводили с помощью 
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портативного измерителя HI 9142 (Hanna 
Instruments, Italia), величину рН – с помощью 
портативного рН-метра HI 98127- HI 98128 
(Hanna Instruments, Italia). Солёность опреде-
ляли с использованием ручного рефрактоме-
тра S/Mill-E 2442-W10 (Япония).

Анализ микрофлоры плёнок обрастания 
и выделение ПГА-деградирующих микроор-
ганизмов проводили стандартными микро-
биологическими методами. Образцы асеп-
тически извлекали из чехла, поверхность 

промывали стерильной водопроводной водой, 
затем с поверхности методом соскоба отбира-
ли микробиологические пробы для рассева на 
плотные питательные среды. Количественное 
определение численности бактерий в воде и 
на поверхности полимерных образцов про-
водили на универсальной питательной сре-
де Plate count agar (PCA), г/л: пептон  – 5,0; 
дрожжевой экстракт  – 2,5; глюкоза  – 1,0; 
агар  – 15; pH  – 7,0±0,2. Численность грибов 
определяли на глюкозо-пептонной среде Са-

Рис. 1. Установка образцов на экспозицию: а – внешний вид чехла с образцами; б – размещение чехлов в 
искусственном водоеме; в – место размещения образцов в реке Кай
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буро и среде Чапека. Sabourou-agar, г/л: глю-
коза – 40; пептон – 10; агар – 15. Czapek-agar, 
г/л: сахароза – 20; NaNO3 – 2,0; K2HPO4 – 1,0; 
MgSO4×7H2O  – 0,5; KCl  – 0,5; CaCO3  – 3,0; 
агар – 20. Количество микроорганизмов рас-
считывалось с учётом массы смыва. Посев 
производили в трёхкратной повторности из 
разведений до 103. Чашки с посевами выдер-
живали при температуре 30 °С для бактерий 
и 28 °С для грибов. Подсчёт численности бак-
терий производили через 2 суток культивиро-
вания, грибов – на 4-7-е сутки.

Определение способности бактерий ути-
лизировать ПГА проводили с использованием 
метода прозрачных зон (Mergaert et al., 1993), 
на минеральном агаре, содержащем ПГА в 
качестве источника углерода (г/л): KH2PO4  – 
Na2HPO4 буфер (1:1)  – 0,033 М; NH4Cl  – 1,0; 
MgSO4×7H2O – 0,05; цитрат железа – 0,05; CaCl2 
×2H2O – 0,005; дрожжевой экстракт – 0,05; ги-
дролизат казеина – 0,1; ПГА (порошок) – 2,5; 
агар  – 20. Для выделения микромицетов-
деструкторов использовали среду следующе-
го состава (Козловский и др., 1999), г/л: ПГА 
(порошок)  – 5,0; NaNO3  – 2,0; K2HPO4  – 1,0; 
MgSO4×7H2O – 0,5; KCl – 0,5; FeSO4×7H2O – 
0,01; пептон – 0,1; дрожжевой экстракт – 0,1; 
агар – 20. Порошкообразный ПГА предвари-
тельно обрабатывали ультразвуком до полу-
чения мелкодисперсной суспензии. Колонии 
микроорганизмов-деструкторов были окруже-
ны прозрачными зонами в результате процес-
са гидролиза водонерастворимого полимера 
под воздействием внеклеточных деполиме-

раз, выделяемых микроорганизмами. Иден-
тификацию выделенных микроорганизмов-
деструкторов осуществляли общепринятыми 
в микробиологии методами (Нетрусов и др., 
2005). Для идентификации бактерий исполь-
зовали набор тестов, приведенных в опреде-
лителях (Boone et al., 2005; Vos et al., 2009; 
Whitman et al., 2012). Исследовали морфо-
логию клеток, подвижность, способность к 
спорообразованию, грампринадлежность, 
ферментативную активность, потребность 
в факторах роста, способность усваивать 
источники углерода (на средах Гисса). Для 
идентификации грибов определяли культу-
ральные признаки, особенности строения 
мицелия и органов спороношения (Watanabe, 
2002). Микрофотографирование производили 
с помощью фотокамеры Sony DSC-W100 при 
увеличении микроскопа ×1000.

Результаты и обсуждение

Известно, что условия внешней среды – 
температура, рН, концентрация веществ в 
растворе – существенно влияют на скорость 
деградации ПГА (Renard et al., 2004; Volova 
et al., 2007). Гидрохимические показатели 
воды в районах экспозиции образцов поли-
меров были подвержены небольшим колеба-
ниям и отличались незначительно (табл. 1). 
Концентрация растворённого кислорода 
была выше в проточной воде и в течение 
периода наблюдений составляла от 3,1 до 
3,8 мг/мл. Низкая концентрация кислорода 
в бессточном водоёме в сочетании со ста-

Таблица 1. Гидрохимические показатели проб воды в искусственном водоёме и в реке Кай (средние 
значения за время экспозиции образцов полигидроксиалканоатов)

Район экспозиции Температура  
воды, °С рН Солёность, ‰ Концентрация 

кислорода, мг/мл
КИС Дам Бай 26,6±1,6 7,2±0,2 1,4±0,9 1,1±0,5
Река Кай 28,3±1,2 7,1±0,1 1,7±0,6 3,4±0,2
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бильно высокой температурой может свиде-
тельствовать об активно протекающих про-
цессах окисления органического вещества 
микроорганизмами.

В ряде работ было показано, что сопо-
лимерные образцы П3ГБ/3ГВ разрушаются 
быстрее П3ГБ (Madden et al., 1998; Rizzarelli 
et al., 2004). Однако в проведённых ранее ис-
следованиях деградации образцов ПГА в по-
чвах Вьетнама и прибрежной морской воде 
Южно-Китайского моря было установлено, 
что гомополимер П3ГБ разрушался быстрее 
его сополимера с гидроксивалератом (Volova 
et al., 2011; Boyandin et al., 2012).

В данной работе проводили сравнитель-
ный анализ убыли массы образцов плёнок 
и прессованных форм из П3ГБ и П3ГБ/3ГБ, 
экспонированных в тропических условиях в 
искусственном водоёме на КИС Дам Бай и в 
реке Кай. Как показали наши исследования, 
интенсивность биодеградации образцов за-
висела от химической структуры полимеров 
и формы изделия. Скорость разрушения плё-
нок и прессованных форм из гомополимера 
была выше в искусственном водоёме (рис. 2); 
плёнки П3ГБ разрушились полностью через 
1 месяц, а более массивные прессованные 
формы – через 8 месяцев экспозиции. В реке 

Рис. 2. Остаточная масса (  % от исходной) образцов полимеров, экспонированных в пресной воде в 
условиях тропиков



– 194 –

Svetlana V. Prudnikova, Anatoly N. Boyandin… Microbial Degradation of Polyhydroxyalkanoates in Fresh Tropical Water

Кай скорость разрушения прессованных 
форм обоих типов полимеров достоверно 
не различалась, остаточная масса образцов 
через 7 месяцев экспозиции составляла 35-
36 %. Плёнки в реке Кай также разрушались 
с одинаковой интенсивностью – в течение 2 
месяцев. 

Иная динамика зарегистрирована в ис-
кусственном водоёме. Плёнки П3ГБ полно-
стью разрушились уже через месяц экспози-
ции, остатки же сополимерных образцов (в 
том числе плёночных) сохранялись и через 
8 месяцев, причём для прессованных форм 
П3ГБ/3ГВ остаточная масса достигала 30 %. 
Как оказалось, скорость разрушения сопо-
лимерных образцов для бессточного водоёма 
была сопоставима с таковой для пруда Лесное 
в окрестностях г. Красноярска, описанного в 
работе (Volova et al., 2007).

Исходя из ведущей роли микрофлоры в 
процессах разрушения ПГА, в работе иссле-
дованы микробиоценозы, сформировавшие-
ся на поверхности образцов и принимающие 
участие в разрушении полимеров.

Общая численность органотрофных 
бактерий на поверхности плёночных об-

разцов ПГА, экспонированных в различных 
районах, достоверно различалась и состав-
ляла 338,3  ±  224,4 и 799,7  ±  215,6 тыс. КОЕ 
в 1 г на пленках П3ГБ и П3ГБ/3ГВ, экспо-
нированных на КИС Дам Бай; 904,0 ± 372,0 
и 956,7  ±  262,4 тыс. КОЕ в 1 г на пленках, 
экспонированных в реке (рис. 3а). На поверх-
ности объёмных прессованных форм, экспо-
нированных в реке, численность гетеротроф-
ных бактерий была выше в 3,5-4,3 раза, чем 
на аналогичных образцах из искусственного 
бассейна КИС Дам Бай. Если же сравнивать 
по водоёмам, то на образцах, изготовленных 
из гомо- и гетерополимера, в пределах одно-
го района экспозиции численность достовер-
но не различалась.

Численность ПГА-деструкторов, прояв-
ляющих деполимеразную активность на диа-
гностической среде с полимером, была выше 
на всех образцах, размещённых в реке Кай 
(рис. 3б). Однако на образцах разной формы 
и химического состава, экспонированных в 
одном районе, численность деструкторов до-
стоверно не различалась и составляла от 80 до 
154 тыс. КОЕ на образцах в реке Кай и от 12 до 
37,7 тыс КОЕ на образцах в водоёме КИС Дам 

Рис. 3. Общая численность органотрофных бактерий (А) и бактерий-деструкторов (Б) в плёнках 
обрастания на поверхности образцов полимеров
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Бай. В целом, доля бактерий-деструкторов в 
плёнках обрастания по отношению к общей 
численности органотрофных бактерий со-
ставляла от 3 до 17 % для образцов разного 
типа.

Анализ таксономического состава ми-
кроорганизмов в биоплёнках выявил разли-
чия в структуре сообществ микроорганизмов-
деструкторов ПГА в разных районах 
экспозиции. Из плёнок обрастания образцов 
ПГА, экспонированных в реке Кай, выделе-
но 38 изолятов бактерий-деструкторов, 24 из 
них принадлежали к роду Bacillus, 8 – к роду 
Acinetobacter и 6 изолятов – актинобактерии 
рода Streptomyces (рис. 4).

Идентификация бактерий-деструкторов, 
выделенных с поверхности образцов, экс-
понированных в искусственном водоёме 
КИС Дам Бай, показала большее разноо-
бразие представителей. Было выделено 
56 изолятов бактерий-деструкторов, от-
несенных к 14 штаммам: 7 штаммов бак-
терий, принадлежащих к четырём родам  – 
Bacillus, Pseudomonas, Corynebacterium, 
Mycobacterium, и 7 штаммов актинобактерий 
(рис. 5). Микромицеты-деструкторы были 
обнаружены только в искусственном водо-
ёме  – Aspergillus candidus и Verticillium alba  
(рис. 6).

Заключение

Таким образом, исследованы законо-
мерности биодеградации образцов полиги-
дроксиалканоатов в пресных тропических 
водоёмах Южного Вьетнама (г. Нячанг). Об-
наружены различия в скоростях разрушения 
образцов ПГА разной химической структуры 
в водоёмах двух типов – проточной воде реки 
Кай и бессточном искусственном водоёме. 
Показано, что профили снижения массы плё-
нок и прессованных форм в реке Кай не за-
висели от химической структуры полимеров, 
образцы гомополимера 3-гидроксибутирата и 
сополимера 3-гидроксибутирата и 3-гидрок-
сивалерата разрушались с одинаковой интен-
сивностью; плёнки за 2 месяца, прессованные 
формы  – на 35-36  % за 7 месяцев. В искус-
ственном водоёме быстрее происходило раз-
рушение образцов из гомополимера; плёнки 
из П3ГБ разрушились полностью уже через 
месяц экспозиции, прессованные формы – че-
рез 8 месяцев; остатки образцов П3ГБ/3ГВ со-
хранялись вплоть до окончания эксперимента 
(8 месяцев). 

Выявленные различия связаны с особен-
ностью микробного сообщества плёнок обра-
стания на поверхности образцов полимеров. 
Общая численность органотрофных бактерий 
и доля микроорганизмов ПГА-деструкторов 

Рис. 4. Морфология бактерий-деструкторов ПГА, выделенных с поверхности образцов, экспонированных в 
реке Кай: а – Bacillus, б – Acinetobacter, в – Streptomyces (шкала 10 µm)
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Рис. 6. Морфология конидиального спороношения грибов-деструкторов ПГА, выделенных с поверхности 
образцов, экспонированных в искусственном водоёме: а – Aspergillus candidus, б – Verticillium alba (шкала 
10 µm)

Рис. 5. Морфология бактерий-деструкторов ПГА, выделенных с поверхности образцов, экспонированных 
в искусственном водоёме: а, б – Bacillus, в – Pseudomonas, г – Corynebacterium, д – Mycobacterium, е – 
Streptomyces (шкала 10 µm)

была выше на образцах, экспонированных 
в реке Кай, однако таксономический состав 
бактерий деструкторов был менее разноо-
бразным. В реке Кай сообщество деструк-
торов было представлено бактериями родов 
Bacillus, Acinetobacter и Streptomyces, а в ис-
кусственном водоёме – представителями ро-
дов Bacillus, Pseudomonas, Corynebacterium, 
Mycobacterium, а также актинобактериями. 

Микромицеты-деструкторы были обнару-
жены только в искусственном водоёме  – 
Aspergillus candidus и Verticillium alba. Полу-
ченные результаты подтверждают ведущую 
роль микроорганизмов в трансформации 
ПГА за счёт образования специфических 
ПГА-деполимераз, активных в отношении 
полимеров различной химической структу-
ры.
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