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В работе показано, что микроорганизмы рода Bacillus по-разному воздействуют на деструкцию упа-
ковочного материала из полилактида. Деструкцию проводили на агаризованной среде при температуре
55°C и рН 5.9 в течение 14 сут. Впервые обнаружено, что при инкубации с культурой B. licheniformis
S8 абиотический гидролиз значительно замедляется и проходит параллельно с основным ‒ фермен-
тативным с последовательным отщеплением мономерных звеньев от конца макромолекулы и обра-
зованием низкомолекулярных продуктов, используемых микроорганизмами в качестве субстрата,
что способствует уменьшению массы полилактида на 5.1% при сохранении его молекулярной массы
и снижении дисперсности молекулярных масс. В присутствии бактерий B. amyloliquefaciens, B. sub-
tilis subsp. spizizenii и B. subtilis subsp. inaquosorum масса полимера не снижалась, однако значительно
уменьшалась молекулярная масса, как при абиотическом гидролизе.
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Одним из решений глобальной угрозы загряз-
нения окружающей среды отходами с содержани-
ем пластиков является замена трудноразлагаемых
пластиков на биоразлагаемые из возобновляемых
ресурсов (Ivleva et al., 2021). Среди таких полиме-
ров особое внимание привлекает полилактид
(ПЛ), который способен разлагаться как в окру-
жающей среде, так и в условиях промышленного
компостирования (Kale et al., 2007; Hosni et al.,
2019; Миронов и соавт., 2022). Однако механизмы
разложения ПЛ и роль микроорганизмов в его де-
градации при компостировании остаются мало-
изученными (Karamanlioglu et al., 2017). Считает-
ся, что микроорганизмы способны активно под-
ключаться к разложению ПЛ только после его
предварительной частичной деструкции в резуль-
тате химического (абиотического) гидролиза или
окисления до молекулярной массы примерно 10 кДа
и ниже, т.е. когда полимер становится водорас-
творимым (Husárová et al., 2014). Однако в неко-
торых работах описано, что экзоферменты, кото-
рые выделяют микроорганизмы, могут влиять на
разложение высокомолекулярного ПЛ, что со-
провождается потерей массы полимера (Lee et al.,
2016; Stepczyńska et al., 2018; Richert et al., 2021).

Опубликован ряд работ, посвященных микроорга-
низмам, вызывающим ферментативную деструк-
цию ПЛ. Способность разлагать ПЛ выявлена у
некоторых представителей рода Bacillus (Yuan et al.,
2020). Ранее нами было показано, что семейство
Bacillaceae, включая бактерии рода Bacillus, является
одним из основных в прокариотическом сообще-
стве микроорганизмов компостируемых органиче-
ских отходов в термофильной стадии, составляя
16–44% (Mironov et al., 2021а, 2021b). Ферменты,
участвующие в деструкции ПЛ, принадлежат к
классу гидролаз. К ним относятся, например,
протеаза (B. amyloliquefaciens), эстераза и алкалаза
(B. licheniformis) (Prema et al., 2014, 2015; Lee et al.,
2016). Значительное влияние на биоразложение
оказывают температура и рН среды (Jong et al.,
2001; Mitchell et al., 2015). Скорость деструкции
ПЛ значительно возрастает при достижении тем-
пературы стеклования этого полимера (~60°С) и
рН ~ 12. Однако вопрос, связанный с определени-
ем роли ферментативного гидролиза при участии
активных микроорганизмов в разложении ПЛ
при повышенной температуре, остается дискус-
сионным.
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Цель работы заключается в определении роли
биоразложения на начальных стадиях гидролити-
ческой деструкции ПЛ в присутствии четырех чи-
стых культур рода Bacillus, выделяющих экзофер-
менты класса гидролаз, которые могут проявлять
каталитическую активность в гидролизе ПЛ.

Для исследования были выбраны микроорга-
низмы B. amyloliquefaciens, B. subtilis subsp. spizizenii,
B. subtilis subsp. inaquosorum, выделенные нами ра-
нее из компостируемых органических отходов, и
штамм B. licheniformis S8, выделенный сотрудни-
ками лаборатории нефтяной микробиологии из
рассолов соленого озера Эльтон (Волгоградская
обл.) (Соколова, 2013). Посев культур бактерий
производили на плотной агаризованной среде в
чашках Петри (триптон ‒ 1 г л–1, дрожжевой экс-
тракт ‒ 2.5 г л–1, глюкоза ‒ 1 г л–1, агар ‒ 1.5%;
рН 5.9). На каждую чашку помещали по три плен-
ки ПЛ. Предварительно пленки взвешивали и
обеззараживали спиртом. В качестве контроль-
ных были использованы варианты с добавлением
в чашки Петри стерильной дистиллированной
воды. Пленки инкубировали при 55°С в течение
14 сут. В работе использовали образцы аморфных
пленок ПЛ (средняя молекулярная масса Mn
76 кДа, дисперсия молекулярных масс ĐM 2.2;
температуры: стеклования Тст 63°С, кристаллиза-
ции Ткрист 119°С, плавления Тпл 149°С; концентра-
ция воды в объеме ПЛ 1.2 мас. %) размером 5 × 5
(±1) мм и толщиной 200 (±5) мкм, вырезанные из
промышленного изделия (прозрачный лоток,
производитель − компания “NatureWorks”,
США). Средние молекулярные массы полимеров
определяли методом гельпроникающей хромато-
графии (ГПХ) на хроматографе 1260 Infinity II
GPC/SEC Multidetector System (“Agilent”, США),
оснащенном рефрактометрическим и вискози-
метрическим детекторами, а также детектором
светорассеяния и двумя колонками PLgel 5 μm
MIXED B. В качестве растворителя использовали
тетрагидрофуран. Молекулярные массы опреде-
ляли по калибровочной кривой с использованием
узкодисперсных стандартов ПММА (М = 5 × 102–
1 × 107). Оценку потери массы образцов ПЛ про-
водили гравиметрически с помощью аналитиче-
ских весов Pioneer PX224 (“OHAUS”, Китай).
Морфологию ПЛ изучали методом сканирующей
электронной микроскопии (СЭМ) на микроско-
пе Jeol JSM-IT200 (“JEOL”, Япония) в ЦКП
“Коллекция UNIQEM” ФИЦ Биотехнологии
РАН при ускоряющем напряжении 15 кВ. Пред-
варительно образцы напыляли слоем золота тол-
щиной 25 нм на установке IB-3 (“Eiko”, Япония).
Данные обрабатывали методом дисперсионного
анализа при уровне значимости p < 0.05 с исполь-
зованием пакета Microsoft Excel 2010 (“Micro-
soft”, США). Коэффициенты Стьюдента были

определены для доверительной вероятности α =
0.95.

В наших опытах после инкубации с культурой
B. licheniformis S8 наблюдалось уменьшение дис-
персности молекулярных масс ПЛ от 2.2 до 1.85,
что указывает на некоторое уменьшение разброса
макромолекул по молекулярным массам, при
этом Mn практически не изменялась – на 8% при
ошибке метода ГПХ 5%. Однако в случае исполь-
зования культур B. amyloliquefaciens, B. subtilis
subsp. spizizenii, B. subtilis subsp. inaquosorum проис-
ходило существенное уменьшение молекулярной
массы ПЛ: Mn менялась от 76 до 35 кДа, а дисперс-
ность по молекулярным массам сохранялась на
том же уровне. Очевидно, что механизм разложе-
ния ПЛ в присутствии различных представителей
рода Bacillus различался. Гравиметрический ана-
лиз показал, что под действием культуры B. li-
cheniformis S8 масса пленок полимера уменьши-
лась на 5.07 ± 0.04%, а под действием остальных
культур изменение массы образцов не обнаруже-
но. Воздействие микроорганизмов на пленки ис-
следовали методом СЭМ. Во всех вариантах ин-
кубации с культурами поры на поверхностях об-
разцов были немногочисленны, но на них
присутствовали микроорганизмы и продукты их
жизнедеятельности (рис. 1, в1–е1), особенно за-
метные в случае культур В. amyloliquefaciens
(рис. 1, г1), В. subtilis subsp. spizizenii (рис. 1, д1) и
В. subtilis subsp. inaquosorum (рис. 1, е1). Вероятнее
всего, бактерии прикреплялись на поверхность
пленки, а их гидролитически активные ферменты
проникали через поры в объем полимера вместе с
водой, ускоряя процессы разложения. Микроско-
пия сколов образцов показывает, что в объеме ПЛ
после инкубации с культурами наблюдалось
большое количество пор (1.8–7.4) × × 104 мм–2 с
размерами 0.15–1.6 мкм (рис. 1, в2–е2; табл. 1).
Распределения образовавшихся пор по
размерам для каждого случая представлены на
рис. 1 (в3–е3).

В качестве контрольного эксперимента плен-
ку ПЛ помещали в стерильную дистиллирован-
ную воду при 55°С на 14 сут. В этом случае масса
пленки не изменялась, но в то же время Mn сни-
жалась c 76 до 29 кДа. На микрофотографиях вид-
но, что и в этих условиях образовывались поры
субмикронного уровня на поверхности (рис. 1,
б1) и в объеме (рис. 1, б2) полимера, концентра-
ция которых составляла 1.1 × 105 мм–2 (табл. 1).
Эти результаты свидетельствуют о протекании
достаточно активного химического (абиотиче-
ского) гидролиза ПЛ со статистическим разры-
вом цепей и понижением температуры стеклова-
ния полимера. При этом снижение молекулярной
массы ПЛ, а также концентрация образовавших-
ся в объеме пор в контроле с водой значительнее,
чем с культурами B. amyloliquefaciens, B. subtilis
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Рис. 1. СЭМ микрофотографии поверхности (1), скола (2) образцов ПЛ и распределение пор по размерам в объеме (3):
исходный (а), контроль с водой (б) и после инкубации с В. licheniformis S8 (в), В. amyloliquefaciens (г), В. subtilis subsp.
spizizenii (д) и В. subtilis subsp. inaquosorum (е). I – поры; II – клетки микроорганизмов и продукты их жизнедеятельно-
сти; d – диаметр пор, мкм; Ni/N – отношение количества пор i-го диаметра к общему количеству пор.
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subsp. inaquosorum и B. subtilis subsp. spizizenii. Ранее
в работе Pantani et al. (2016) было доказано, что вода
диффундировала в объем образца и, действуя как
пластификатор, понижала температуру стеклова-
ния полимера. Подвижность сегментов макромо-
лекул возрастала, что приводило к кристаллиза-
ции ПЛ, увеличению концентрации воды в его
аморфных областях и ускорению абиотического
гидролиза.

В работах Zaaba et al. (2020) и Jong et al. (2001)
показано, что деструкция ПЛ с разрывом сложно-
эфирной связи основной цепи может проходить
по двух механизмам: (i) быстро, с последователь-
ным отщеплением мономерных звеньев от конца
макромолекулы или (ii) медленно, случайным об-
разом со статистическим разрывом цепей ПЛ. В
первом случае средняя молекулярная масса прак-
тически не изменяется, а во втором – она снижа-
ется в ходе эксперимента. Известно (Belbella et al.,
1996), что в случае абиотического гидролиза депо-
лимеризация с отщеплением концевых групп,
как правило, протекает в щелочных (при рН 9 и
выше) или в очень кислых средах (рН ниже 2); в
этих условиях происходит значимое уменьшение
массы полимерного образца при мало изменяю-
щейся молекулярной массе. Такие процессы по ме-
ханизму (i) обычно протекают достаточно быстро
(по крайней мере, быстрее, чем статистический
разрыв). В других условиях (в нейтральной и сла-
бокислой средах) масса образца обычно долго
остается постоянной, а его молекулярная масса
начинает достаточно быстро уменьшаться, что
соответствует механизму (ii). Важно отметить, что
при реализации механизма (ii) скорость деструк-
ции в объеме может увеличиваться в результате
накопления кислых продуктов реакции и автока-
тализа, чего не происходит в щелочных средах. По-
этому для механизма (i) скорость гидролитиче-

ской деструкции на поверхности гораздо выше,
чем в объеме (условия для поверхностной эрозии), а
для механизма (ii), напротив, скорость в объеме,
как правило, выше.

Среда, использованная в данном эксперимен-
те, имеет рН 5.9, что, по данным Schliecker et al.
(2003), не оказывает существенного влияния на
скорость разложения ПЛ по сравнению с ней-
тральной средой (контроль в воде). Однако в
присутствии B. licheniformis S8 реализуется меха-
низм (i), что, вероятно, указывает на биоразложе-
ние высокомолекулярного ПЛ уже на начальном
этапе деструкции. Важным остается вопрос, по-
чему не происходит деструкции полимера по ме-
ханизмам (i) и (ii) одновременно. Вероятно, ско-
рости этих реакций различаются по крайней мере
на порядок, поэтому при начале деструкции по
механизму (i) протеканием второй реакции мож-
но пренебречь. Также нужно учитывать неболь-
шую концентрацию воды (1.2 мас. %), которая со-
держится в объеме гидрофобного ПЛ. Поскольку
одна молекула воды разрывает одну сложноэфир-
ную связь, то есть выбор ‒ оторвать концевую
группу (деполимеризация) или в центре макро-
молекулы (статистический разрыв). Если есть
условия для быстрой деполимеризации, напри-
мер, с участием эстеразы B. licheniformis (Prema
et al., 2015), тогда молекулы воды в основном бу-
дут тратиться на этот механизм, а на статистиче-
ский разрыв полимера молекул воды будет расхо-
доваться небольшое количество. В то же время,
процесс деполимеризации макромолекул с обра-
зованием низкомолекулярных продуктов на по-
верхности, где воды достаточно, протекает быст-
ро, что приводит к поверхностной эрозии и
уменьшению массы образца за счет использова-
ния микроорганизмами низкомолекулярных
продуктов в качестве субстрата. Таким образом,

Таблица 1. Характеристики образцов ПЛ после их выдерживания при 55°С в течение 14 сут в присутствии раз-
личных микроорганизмов

Условия Потеря массы, 
%

Молекулярно-массовые 
характеристики Параметры пористой структуры

Mn, кДа ĐM dср, мкм
количество 

пор на 1 мм2

Образец без обработки ‒ 76 2.2 ‒ ‒
H2O, стерильная 0 29 1.94 0.44 1.1 × 105

Агар, B. licheniformis S8 5.1 67 1.86 0.55 4.8 × 104

Агар, В. amyloliquefaciens 0 35 2.07 0.45 1.8 × 104

Агар, В. subtilis subsp. 
spizizenii

0 38 1.94 0.56 5.2 × 104

Агар, B. subtilis subsp. inaquo-
sorum

0 Нд Нд 0.61 7.4 × 104
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установлено, что при инкубации с культурой B. li-
cheniformis S8 вероятность протекания абиотиче-
ского гидролиза значительно снижается и прохо-
дит параллельно с основным ‒ ферментативным
по механизму (i) с последовательным отщеплени-
ем мономерных звеньев от конца макромолекулы
и образованием низкомолекулярных продуктов,
используемых микроорганизмами в качестве суб-
страта.

Инкубация ПЛ с культурами B. amyloliquefa-
ciens, B. subtilis subsp. spizizenii, B. subtilis subsp. ina-
quosorum не сопровождалась потерей массы пле-
нок, однако молекулярная масса полимера замет-
но падала, а также изменялась морфология
поверхности и сколов пленок. Можно предполо-
жить, что в этом случае деструкция проходила по
механизму (ii) со случайным разрывом цепей ПЛ
по всему объему полимерной пленки. Данные ре-
зультаты свидетельствуют о протекании абиоти-
ческого гидролиза, как и в экспериментах с во-
дой. Причина снижения скорости биоразложе-
ния заключается в постепенном уменьшении
массовой доли воды в среде за счет испарения.
Вероятно, биоразложение в данном случае начи-
нается после значительного уменьшения молеку-
лярной массы ПЛ.

Таким образом, в работе впервые установлено
наличие микробной деградации ПЛ на начальных
стадиях деструкции без стадии предварительного
уменьшения молекулярной массы полимера (B. li-
cheniformis S8). Показано, что мезофильные мик-
роорганизмы B. amyloliquefaciens, B. subtilis subsp.
spizizenii и B. subtilis subsp. inaquosorum не способны
разлагать ПЛ при повышенной температуре на
начальных стадиях процесса. Полученные ре-
зультаты способствуют лучшему пониманию ме-
ханизмов микробной деградации и целенаправ-
ленному выбору штаммов микроорганизмов-де-
структоров ПЛ.
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Abstract—Microorganisms of the genus Bacillus were shown to have different effects on the degradation of
polylactide packaging material. The degradation experiment was carried out on an agar medium at a tempera-
ture of 55°C and pH 5.9 for 14 days. This is the first report on the abiotic hydrolysis significantly slowing down
during incubation with B. licheniformis S8 and occurring in parallel with the main process, enzymatic hydro-
lysis. The latter involved sequential cleavage of monomer units from the end of the macromolecule and the
formation of low molecular weight products used by microorganisms as a substrate; it contributed to a de-
crease in the mass of polylactide by 5.1%, while maintaining its molecular weight and decreasing the disper-
sion of molecular weights. In the presence of bacteria B. amyloliquefaciens, B. subtilis subsp. spizizenii, and
B. subtilis subsp. inaquosorum, the polymer weight did not decrease, but the molecular weight decreased sig-
nificantly, similar to abiotic hydrolysis.

Keywords: polylactide, biodegradation, sample weight, molecular weight, Bacillus licheniformis, Bacillus am-
yloliquefaciens, Bacillus subtilis subsp. spizizenii, Bacillus subtilis subsp. inaquosorum


