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МИКРОФЛОРА ФОСФОРСОДЕРЖАЩИХ ОТХОДОВ  
ЮЖНОГО КАЗАХСТАНА

В статье приведены результаты микробиологических исследований фосфорсодержащих отходов. 
Было выделено 70 изолятов, из них к бактериям было отнесено 36 изолятов, что соответствует 
51% от общего количество выделенных микроорганизмов, 7 изолятов отнесено к актиномицетам 
(10%) и 3 культуры к дрожжам (4%), 24 изолята относят к микромицетам (35%). На основании 
скрининга микроорганизмов было отобрано 14 наиболее активных штаммов, перспективных для 
биогеотехнологических целей. На основании результатов изучения культуральных признаков и 
данных ПЦР-анализа выделенные штаммы были отнесены к таким видам микромицетов как: Asper-
gillus niger AsIA, Aspergillus tubingensis AsPN, Aspergillus terreus JOM, Aspergillus flavus AsZ, Aspergillus 
flavus AsF, к денитрифицирующих бактериям – Pseudomonas stutzeri NJA, к термофильным бактериям 
– Methyloversatilis thermotolerans MSO, Nitrosomonas europeae Nit1, Ralstonia pickettii ASA и Ralsto-
nia pickettii TS, Acinetobacter sp. NAO, Alicyclobacillus tolerans ST (Sulfobacillus thermosulfidooxidans), 
Zoogloea resiniphila NS1, Gallionella capsiferriformans TS2, к ацидофильным бактериям – штаммы Aci-
dithiobacillus ferrooxidans ThIO, Acidithiobacillus thiooxidans ThIO.

Ключевые слова: фосфорсодержащие отходы, микрофлора, ПЦР, Acidithiobacillus ferrooxi-
dans, Aspergillus niger, Nitrosomonas europeae, Gallionella capsiferriformans, Sulfobacillus thermosul-
fidooxidans.
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Microflora of phosphorus-containing wastes of South Kazakhstan

The article presents the results of microbiological studies of phosphorus-containing wastes. 70 isolates 
were isolated, of which 36 isolates were assigned to bacteria, which corresponds to 51% of the total num-
ber of isolated microorganisms, 7 isolates were assigned to actinomycetes (10%) and 3 cultures to yeast 
(4%), 24 isolates were assigned to micromycetes (35%). Based on the screening of microorganisms, 14 of 
the most active strains that are promising for biogeotechnological purposes were selected. Based on the 
results of the study of cultural characteristics and PCR analysis data, the isolated strains were assigned to 
such types of micromycetes as: Aspergillus niger AsIA, Aspergillus tubingensis AsPN, Aspergillus terreus 
JOM, Aspergillus flavus AsZ, Aspergillus flavus AsF, to denitrifying bacteria Pseudomonas stutzeri NJA, 
to thermophilic bacteria Methyloversatilis thermotolerans MSO, Nitrosomonas europeae Nit1, Ralstonia 
pickettii ASA and Ralstonia pickettii TS, Acinetobacter sp. NAO, Alicyclobacillus tolerans ST (Sulfobacillus 
thermosulfidooxidans), Zoogloea resiniphila NS1, Gallionella capsiferriformans TS2, to acidophilic bacte-
ria strains: Acidithiobacillus ferrooxidans ThIO, Acidithiobacillus thiooxidans ThIO .

Key words: phosphorus waste, Acidithiobacillus ferrooxidans, Aspergillus niger, Nitrosomonas eu-
ropeae, Gallionella capsiferriformans, Sulfobacillus thermosulfidooxidans.
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Оңтүстік Қазақстанның құрамында фосфоры бар  
қалдықтарының микрофлорасы

Мақалада құрамында фосфоры бар қалдықтарға жасалған микробиологиялық зерттеулер 
нәтижелері келтірілді. Бөлініп алынған 70 изоляттың ішінде 36 изолят бактерияларға, бұл бөлініп 
алынған микроорганизмдердің жалпы санының 51% құрайды, 7 изолят актиномицеттерге (10%) 
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және 3-і ашытқыларға (4%), ал 24 изолят микромицеттерге (35%) жататындығы анықталды. 
Микроорганизмдердің культуралды-морфологиялық, таксономиялық белгілері зерттелді. 
Микроорганизмдер скринингісі негізінде ең белсенді 14 штамдар іріктелді. Хемолитотрофты, 
ацидофильді, термофильді және микромицетты микроорганизмдердің, мысалы: AsIA Asp. ni-
ger, AsPN Aspergillus tubingensis штаммы, JOM штаммының Aspergillus terreus, AsZ и AsF- к As-
pergillus flavus штаммына, NJA денитрифицирлеуші Pseudomonas stutzeri бактерияларына, MSO 
Methyloversatilis thermotolerans, нитрифицирлеуші Nit1 штаммы Nitrosomonas europeae, ASA и TS 
– Ralstonia pickettii-ге, NAO – Acinetobacter sp., ST – Alicyclobacillus tolerans (Sulfobacillus thermo-
sulfidooxidans), NS1 – Zoogloea resiniphila, TS2 – Gallionella capsiferriformans, ThIO- Acidithioba-
cillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans штамдары қауымдастығының құрылымын бағалау 
үшін қажетті полимеразды тізбекті реакция негізінде тест-жүйелерін жасау кезіндегі алынған 
тәжірибелік мәліметтер келтірілген.

Түйін сөздер: құрамында фосфоры бар қалдықтар, Acidithiobacillus ferrooxidans, Aspergillus 
niger, Nitrosomonas europeae, Gallionella capsiferriformans, Sulfobacillus thermosulfidooxidans.

Сокращения и обозначения

A c i d . f e r r o o x i d a n s � A c i d i t h i o b a c i l l u s 
ferrooxidans, Asp. niger –Aspergillus niger, РЗЭ- 
редкоземельные элементы, РЭМ- растрово-элек-
тронный микроскоп

Введение 

В последние годы применение микроор-
ганизмов в процессах извлечения металлов из 
техногенных отходов приобретает все большее 
расширение. Основание к этому служит эконо-
мический эффективность в биотехнологии, а 
также необходимость совершенствования про-
цесса добычи природных богатств в сфере про-
изводства. В нашей эпохе все микроорганиз-
мы, применяющих в процессах биоокислении 
и биовыщелачивании, выделяют из биоценозов 
конкретного ареала, специфичных для региона 
добычи. В ходе использования наиболее харак-
терна модель применения комплексной ассоциа-
цией микроорганизмов, а не единичный штамм. 
Одним из основных факторов, применения ком-
плексных микроорганизмов является наиболее 
продуктивным и результативным в биотехно-
логических процессах выщелачивание. По дан-
ным работы Рогатых С. В. в биотехнологических 
процессах, таких как биовыщелачивание ибиоо-
кисление, применяют в общей сложности около 
20 видов микроорганизмов, способных исполь-
зовать неорганические вещества рудного мате-
риала [Rogatykh S.V. et al., 2013, Rogatykh S.V. 
2018].

Технология биовыщелачивания, как ком-
плексного процесса не представляется возмож-
ным без данных о ассоциации микроорганизмов 
входящий в состав выщелачивающего раствора. 
В ходе внесения микробной культуры в выщела-

чивающего раствора, необходимо иметь харак-
терные и достоверные данные о видовом и коли-
чественном соотношений микроорганизмов.

Известен ряд исследований, посвященных 
поведению редкоземельных элементов в фосфо-
ритовых рудах (Sadaqah et al., 2005, Borra et al., 
2015) и природных водах (Kulaksιz, Bau, 2011, 
Piper et al., 2013, Yang et al., 2013). Была ис-
следована возможность получения композиции 
РЗЭ из месторождения Liyang Plain в Северном 
Китае (Zhou et al., 2011). А также, например, 
использование микроорганизмов (бактерий рр. 
Thiobacillus, Leptospirillum, термофильных ар-
хей) позволяет повысить эффективность добычи 
золота до 85–95% по сравнению с 15–30% при 
использовании обычных технологий [Rogatykh 
S.V. et al., 2013, Rogatykh S.V. 2018].

Из известных видов фосфатного сырья, пере-
рабатываемых на удобрения наибольшую прак-
тическую ценность как источник РЗЭ представ-
ляет апатитовый концентрат, содержащий около 
0,9% РЗЭ (Iqdari et al., 2003, Kidder et al., 2003). В 
фосфоритах содержание РЗЭ значительно ниже 
и обычно оно не превышает 0,1% и их извлече-
ние сопряжено с определенными технологиче-
скими сложностями (Jin et al., 2007, Galfati et al., 
2010).

Применение композиции ассоциацией ми-
кроорганизмов в процессе биологического вы-
щелачивания, делает возможным извлекать РЗЭ 
из сырья, обладают способностью разрушат ме-
таллсодержащие минералы, окислять железо с 
двухвалентного до трехвалентного, переводить 
металлы из минералов в раствор.

В мезофильных условиях ведущую роль в 
окислительных процессах играют ацидофиль-
ные тионовые бактерии, которые используются 
в гидрометаллургии (Ibrahim et al., 2011, Wang 
et al., 2014, Jahani et al., 2015). Наиболее часто 
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для биовыщелачивания используются бактерии 
Acidithiobacillusferrooxidans (Mishra D. et al., 
2008, Haragobinda et al., 2013, Kaibin et al., 2014). 
Диапазон используемых в биогидрометаллур-
гии микроорганизмов включает применение 
Chromobacterium violaceum (Faramarzi M.A. et 
al., 2004), Sulfobacillus thermosulfidooxidans (Xia 
J.I. et al., 2010), Sulfolobus metallicus (Jordan H. 
et al., 2006), Aspergillus niger (Saanthiya D, Ting 
Y-P., 2006), Leptospirillum ferrooxidans (Lavalle 
L. et al., 2008). При использовании бактериаль-. et al., 2008). При использовании бактериаль-et al., 2008). При использовании бактериаль- al., 2008). При использовании бактериаль-al., 2008). При использовании бактериаль-., 2008). При использовании бактериаль-
ных и микромицетных культур для биовыще-
лачивания РЗЭ из фосфорсодержащих отходов 
была установлена прямая зависимость между 
объемом продуцируемой лимонной кислоты 
штаммом Gluconobacter oxydans FCC и степе-
нью извлечения лантана (Reed D.W. et al., 2016). 
Известны исследования, связанные с разработ-
кой технологии извлечения РЗЭ из фосфогип 
саinsitu (Haschkeetal., 2016). С другой стороны, 
при культивировании микроорганизмов для це-
лей биовыщелачивания используются различ-
ные питательные среды, которые представляют 
собой определенные растворы солей с разными 
значениями рН и которые также могут влиять на 
поведение металлов.

На территории Южно-Казахстанской обла-
сти складировано более 50,0 млн тонн фосфор-
содержащих отходов, которые из-за процессов 
эрозий представляют серьезную угрозу для 
окружающей среды и здоровья населения. Во-
просы рациональной утилизации данных отхо-
дов являются весьма важными для оздоровления 
экологической ситуации в регионе.

Цель исследования – является видовой ана-
лиз и идентификация микробно-бактериальных 
ассоциации на основе полимеразной цепной ре-
акции, участвующих в процессе биовыщелачи-
вания фосфорсодержащих отходов. 

Материалы и методы исследования

В качестве материала исследования были ис-
пользованы фосфорсодержащие шлаки и шламы. 
Отбор проб фосфорсодержащих отходов прово-
дили на отвале Шымкентского фосфорного заво-
да. Кроме того, в исследованиях использовались 
штаммы железоокисляющих ацидофильных 
бактерий, микромицеты, нитрифицирующих 
бактерий, денитрифицирующих бактерий.

В ходе приготовлении питательных сред 
для микроорганизмов были использованы ве-

сы марки Scout-Pro, а для стерилизации пи та -
тельных сред автоклав SPGA-100-1-NN №  141.

Выделение микроорганизмов из проб фос-
форсодержащих отходов проводили методом 
накопительных культур на питательных средах 
Сильвермана и Люндгрена 9К, среда Маннинга, 
для сероокисляющих бактерий среда Ваксмана, 
а также среда Виноградского І и ІІ фазы для ни-
трифицирующих бактерий, среда агаризованная 
Чапека для микромицетов, мясо-пептонный агар 
(МПА) для гетеротрофных микроорганизмов. 
Для выделения скрининга мезофильных бакте-
рий инкубацию культур производили при 37°C 
в течение 48-72 часов в термостате марки № ГС-
1/80 СПУТУ 9452-002-00141798-97. В процессе 
культивирования проходила неприрывная аэра-
ция. Чистые культуры аэробных микроорганиз-
мов пересевали методом истощающего штриха 
по Гоулду. Чистоту выделенных культур микро-
организмов оценивали общепринятыми метода-
ми- микроскопическим контролем по Грамму и 
высевом на питательную среду. Для определе-
ния бактериального титра, полученный после 
квартования образец, объемом 1г, размешивался 
в 100мл воды на встряхивателе в течении 30 ми-
нут. Полученную суспензию разводили в пита-
тельной среде методом 10-кратного разведения. 
1мл суспензии образца культивировали на пита-
тельную среду. 

Таксономический анализ микроорганизмов 
проводился с использованием [Don J. Brenner, 
Noel r. Krieg, James T. Staley and George M. Garrity, 
Bergey’s manual of systematic bacteriology.2004]. 

При описаний макро и микро морфологиче-
ских характеристик микромицетов определялись 
по колониям на чашках Петри учитывая форму, 
поперечный срез, края, текстуру, цвет, пигмент-
ная диффузия на агаре. 

Идентификацию микроорганизмов прово-
дили генотипированием по консервативному 
локусу 16S r DNA. Геномную ДНК выделяли 
из суточных культур бактерий с помощью на-
бора для выделения ДНК PureLinkGenomic 
DNA Kit согласно инструкции производите-
ля (Invitrogen, Carlsbad, USA). Концентрацию 
ДНК и ПЦР-продукта в образцах определяли 
на флуориметреQubit® 2.0 с помощью набора 
QubitTMdsDNA HS Assay Kit (Life Technologies, 
Oregon, USA).

Для амплификации участка 16s РНК го-
товили реакционную смесь в количестве 
25 мкл: 12,5 µl Q5® HotStart High-Fidelity 
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2X Master Mix (New England BiolabsIns., 
USA); пара универсальных праймеров: 8F 
(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) и 806R 
(5’-GGACTACCAGGGTATCTAAT-3’) [Vegas 
E.Z.S., et.al., 2006.] по 1,2 мкл в 10 µM концен-
трации; ДНК матрица и вода до 25 µl. Режим 
аплификации состоял из следующих циклов: 
95°С в течение 5 минут, затем: 95°С – 30 секунд, 
55°С – 40 секунд, 72°С – 50 сек – 30 циклов; 
элонгация при 72°С в течение 10 минут.

ПЦР продукт разделяли в 1,2% агарозном 
геле, полосы окрашивали бромистымэтидием 
и визуализировали в УФ-трансиллюминаторе. 
В качестве электродного буфера использова-
ли 1хТBЕ-буфер. ПЦР продукт очищали с по-
мощью реагента для очистки Clean Sweep™ 
(Thermo Ficher Scientific, США).

Секвенирование фрагментов гена 16S rRNA 
бактерий проводили с использованием набо-
ра BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Applied Biosystems, США) согласно протокола 
производителя [BigDye® Terminator v3.1Cycle 
Sequencing KitProtocol Applied Biosystems 
США]. Для очистки продуктов секвенирования 
использовали набор BigDye® X Terminator™ 
Purification Kit согласно протокола производи-
теля. Капиллярный форез проводили на гене-
тическом анализаторе ABI 3500 DNA Analyzer 
(Applied Biosystems, США). 

Результаты секвенирования были выполне-
ны с использованием программы SeqA (Applied 
Biosystems). Последовательность генов гомоло-
гичных нуклеотидных 16S рРНК была найдена 
в Международной базе данных банка генов На-
ционального информационного центра по био-
технологии США (htpp: //www.ncbi.nlm.nih.gov) 
с использованием программы BLAST (Basic 
Search Equation Search Tool).Филогенетический 
анализ проводился с использованием программ-
ного обеспечения MEGA6. Выравнивание це-
почки нуклеотидов осуществляли с использова-
нием алгоритма ClustalW.

Молекулярно-генетическая идентификация 
образцов грибов проводились с использова-
нием 3-7 суточных штаммовгрибов. Мицелий 
замораживали при -20о С, затем растирали пе-
стиком в пробирке на 1,5 мл Eppendorff до по-
рошкообразного состояния. Из полученной 
массы выделяли ДНК с помощью набора для 
выделения ДНК из растений/грибов «Plant/Fungi 
DNA IsolationKit» компании Norgen BiotekCorp. 
(Ontario, Canada) согласно протокола произво-

дителя. Концентрацию ДНК в образцах опреде-
ляли с помощью флуориметра QubitTMds DNA 
HS AssayKit (Life Technologies, Oregon, USA) 
по шкале для dsDNA HS. В работе использова-
лись универсальные праймеры ITS�региона гри-
бов: ITS1 (5,-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3,) и 
(5,-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3,). Реакцион-
ная смесь для амплификации состояла из: 12,5 
мклQ5® Hot Start High-Fidelity 2X MasterMix, 
1,25 мкл Forward праймер (10 мкМ), 1,25 мкл 
Reverse праймер (10 мкМ), 1,5 мкл ДНК и 8,5 
воды. Общий объем ПЦР-смеси составлял 
25  мкл.

ПЦР проводили на амплификаторе 
EppendorfProS (Hamburg, Germany) при режи-
ме амплификации: 94ºС – 30 сек; 55ºС – 1 мин; 
72ºС – 40 сек – всего 30 циклов; 72ºС – 10 мин. 
Результаты амплификации просматривали в 
1,2% агарозном геле. ПЦР продукты очищали 
реагентом CleanSweep™PCRPurificationreagent 
(ApplideBiosystems, USA). 

С помощью BigDye Terminator v3.1Cycle 
Sequencing Kit (Applide Biosystems, USA) про-
водили реакцию секвенирования, согласно по 
инструкции производителя [BigDye® Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Ki tProtocol Applied 
Biosystems США], с последующим разделени-
ем фрагментов на автоматическом генетиче-
ском анализаторе 3500DNA Analyzer (Applide 
Biosystems, USA).По результатом секвенирова-
ния обрабатывали в программе SeqА (Applide 
Biosystems, USA). Полученные нуклеотидные 
последовательности ITS-региона ДНК грибов 
были подвергнуты сравнению с данными базы 
GeneBank (www.ncbi.nih.gov), с помощью про-
граммы BLAST.

При видеофиксаций материала использова-
ли видеокарты растрово- электронного микро-
скопа JSM-6490LV с системами энергодиспер-
сионного микроанализа INCA Energy фирмы 
OXFORD Instruments (Великобритания), с при-
ставкой для исследования текстуры и структуры 
поликристаллических образцов HKL Basic .

Статистический анализ результатов. Экс-
перименты проводили пять раз в повторениях, 
рассчитывали стандартное отклонение при 0,95> 
P> 0,80. Статистическая обработка проводилась 
с использованием статистического программно-
го пакета MicrosoftExcel на ПК «Pentium-IV». По 
количеству измерений и в общей диагностиче-
ской группе определяли среднее арифметиче-
ское (Schabenberger O andPierce FJ., 2002).
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Результаты исследования и их обсуждение

Во многих исследовательских работах по ин-
тенсификации процесса биовыщелачивания не 
рассматривается качественный и количествен-
ный состав микробных сообществ, участвую-
щих в процессе биовыщелачивания. В основном 
используются естественный консорциум микро-
организмов, находящийся в исходном составе 
отходов. На протяжений многих лет биовыщела-
чивание металлов основывалось на применений 
тионовых бактерий А. ferroxidans. В настоящее 
время в технологиях переработки техногенных 
отходов используют композиции микроорганиз-
мов высокоактивных штаммов, которые являют-
ся перспективным направлением интенсифика-
ции процесса выщелачивания.

В результате лабораторных экспериментов 
всего было выделено 70 изолятов, из которых к 
бактериям было отнесено 36 изолятов, что соот-
ветствует 51% от общего количество выделен-
ных микроорганизмов, 7 изолятов отнесено к ак-
тиномицетам (10%) и 3 культур к дрожжам (4%), 
24 изолятов относиться к микромицетам (35%).

Культурально-морфологические характери-
стики отобранных штаммов представлены в та-
блице 1. 

Видовую принадлежность активных изоля-
тов определяли генотипированием по консерва-
тивному локусу 16s r RNA.

При электронно- микроскопическом исследо-
вании структуры мицелия штамма Asp.nigerAsIA 
были выявлены характерные конидиеносцы с 
конидиеспорами (рисунок 1 a,b), использова-
ние светового микроскопа позволило отметить 
участки гиф с плазмолизом цитоплазмы в от-
дельных септированных участках (рисунок 1с,d). 
При электронно- микроскопическом исследова-
нии морфологии штамма A.ferrooxidansThIO по-
казывает наличия палочек с закрытими концами 
(рисунок 2 a,b).

Учитывая максимальный процент совпа-
дения анализируемой последовательности в 
международной базе данных по алгоритму про-
граммы BLAST, а также результатов филогене-
тического анализа (рисунок 3 и 4) установлено, 
что степень гомологии с ближайшим штаммов: 
образцы AsIA относятся Asp. niger, штамм AsPN 
относятся к Aspergillus tubingensis, штамм JOM 
относится к Aspergillus terreus, штаммы AsZ и 
AsF- к Aspergillus flavus, штамм NJA к денитри-
фицирующих бактериям Pseudomonas stutzeri, 
к термофильным бактериям относится штамм 
MSO Methyloversatilis thermotolerans, штамм 
Nit1 Nitrosomonas europeae, штаммы ASAиTS 
– Ralstonia pickettii , NAO – Acinetobactersp., 
ST – Alicyclobacillus tolerans (Sulfobacillus 
thermosulfidooxidans), NS1 – Zoogloea resiniphila, 
TS2 – Gallionella capsiferriformans, штаммы 
ThIO�Acidithiobacillus ferrooxidans.

Таблица 1 –Таксономическая характеристика культур микроорганизмов 

Шифр 
изолятов

Таксономические признаки
Род, вид

Макроморфология Микроморфология

IOM Колонии кремовые, постепенно ста-
новится темно-желтые, обратная сто-
рона колонии темно-коричневые.
Форма колоний круглая с фестон-
чатым краем. Поверхность колоний 
выпуклая. Профиль приподнятый, 
консистенция колоний мягкая. 

Гифы септированные, бесцветные. 
Конидиальная головка 
круглая. Конидиеносцы слегка 
шероховатые. 

Aspergillusterreus

AsIA колонии от чисто-белых до слегка 
желтоватых, от шерстистых до 
бархатистых. Скорость роста 
умеренная. 

Гифы септированные, бесцветные. 
Конидиальные головки вначале 
шаровидные, радиальным 
расположением цепочек конидий.

Asp. niger, 
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Шифр 
изолятов

Таксономические признаки
Род, вид

Макроморфология Микроморфология

AsPN Колонии на агаре Чапека при 25 °C 
на 7-е сутки 6,5–7 см в диаметре, 
с чёрным спороношением. Реверс 
бледный. Образует мелкие бело-
жёлтые склероции 0,5–0,8 мм в 
диаметре. 

Гифы септированные, конидии 
шаровидные 4-5 мкм в диаметре, 
с морщинисто-бородавчатой 
поверхностью. Апикальное 
вздутие конидиеносца 45–69 
мкм в диаметре, головки 
двухъярусные. 

Asp. tubingensis

AsZ
AsF

Цвет колонии лимонно- зеленого 
цвета, от шерстистых до 
ватообразных. Экссудат светло-
коричневый.

Гифы септированные, бесц-
ветные. Конидиальная головка 
радиальная. Конидиеносцы 
грубошероховатые, бесцветные, 
400-800 × 15-20 мкм. Вздутия от 
шаровидных до округлых, 20-45 
мкм. Метулы покрывают почти 
полностью поверхность вздутия. 
Форма конидии шаровидная.

Aspergillusflavus

AiOF 10 Колонии бледно- зеленоватые. С 
обратной стороны темно-коричневые. 
Экссудат коричневый.

Гифы септированные, 
конидиеносцы короткие.

Aspergillusspp

IOFM 1
(2)

Колонии тускло- зеленые. С обратной 
стороны лиловые.

Гифы бесцветные, септированные. 
Конидиальная головка овальная.

Aspergillusspp

AiA Цвет колонии от темно–оливково-
зеленых до коричневато-зеленых. С 
обратной стороны темно-коричневого 
цвета.

Гифы септированные, бесцвет-
ные. Конидиальная головка в виде 
колонок. Конидиеносцы корот-
кие (50-200 мкм), гладкие или 
слегка шероховатые, бесцветные. 
Вздутия полусферические (диа-
метром8-20 мкм), с фиалидами 
без метул, только в верхней части. 
Конидиальные колонки часто из-
витые и закрученные. Конидии от 
цилиндрических или эллиптиче-
ских до округлых, шероховатые, 
4-7 × 3-5 мкм.

Aspergillusrestrictus

АО 50F Колонии белые, постепенно бледно 
желтовато-зеленые, с обратной 
стороны лимонного цвета.

Гифы септированные, 
конидиальная головка круглая, 
радиальная. Конидиеносцы 
короткие.

Aspergillusspp

АiA F 50 Колонии темно-синего цвета, мелкие, 
круглые. С обратной стороны 
колонии выделяют пигментацию 
синего цвета. 

Под микроскопом видно 
слабые прозрачные гифы, не 
септированные, разветленные. 
Споры круглые, головка 
спорангиев круглые. 

Mucorales

AA (50) Колонии черного цвета, формы 
неровные, неправильной формы. 
С обратной стороны черные, 
пигментации нет. Колонии влажные.

Мицелиальные гифы похожи на 
псевдогифы. 

аскомицеты

Продолжение таблицы 1



102

Микрофлора фосфорсодержащих отходов Южного Казахстана

Шифр 
изолятов

Таксономические признаки
Род, вид

Макроморфология Микроморфология

FM Через 2-е суток дня в чашках Петри 
наблюдались воздушные мицелии. 
Колонии распространяются по 
пересмотренной чашке Петри, и на 
ранних стадиях светлый мицелий по-
степенно приобретает слабо розово-
оранжевый цвет. 

При микроскопировании были 
заметны почкующиеся споры. 
Гифы септированные, были 
заметны споры сферической 
формы.

дрожжи

IOFB50 Колонии молочно-желтого цвета, 
формы круглые, края ровные, 
поверхность выпуклая, профиль 
каплевидный, мягкой консистенции. 

Грамотрицательные палочки, 
короткие, расположенные в виде 
цепочек, одиночно, парами

Baсillusspp.

FIA50 Колонии молочного цвета, форма 
колоний круглая фестончатым краем, 
с плоским профилем, гладкие, конси-
стенция мягкая, размер колоний 0,5-1 
мкм. 

Грамотрицательные палочки, 
0,4-0,5 мкм, расположены в виде 
скоплений, соединенные парами

Baсillusspp.

FIAО50
Microccus

Колонии оранжевые, красные, 
круглые, мелкие, профиль плоский, 
гладкие, с ровными краями, мягкой 
консистенции, с ровным и гладким 
краем, диаметром 1-4 мкм, с 
однородной структурой.

Клетки 24 часовой 
культуры кокковидные. 
Клетки неподвижные, 
грамположительные

Microccussp.

BIOM 1 Круглые, плоские колонии, 
молочного цвета с выраженным 
центром, диаметром 2мм и меньше, с 
неровными краями

Грамположительные кокки, 
встречающих в виде коротких 
цепочек, расположение 
различные.

Microccussp

NJA Колонии круглые, плоские, 
одинаковых размеров, слизистые, 
бежевого цвета.

Грамотрицательные, слегка 
изогнутые палочки, 0,5-1,0х 1,5-
5,0 мкм. расположение различные.

Pseudomonasstutzeri

ASAиTS Колонии прозрачные, бежевого цвета, 
круглые, с четкими ровными краями, 
выпуклые, с мягкой консистенцией.

Клетки подвижные, короткие 
палочковидные, размером 
0,5–0,7х1,5–2,5 мкм, 
грамотрицательные

Ralstoniapickettii

NAO Колонии имеют морщинистую форму 
с обильным образованием слизи и 
выделением пигмента.

Короткие и округлые 
палочковидные бактерии, 
расположены одиночно.

Acinetobactersp.,

ST Колонии одинаковых размеров, 
пастообразные, края неровные, 
мягкой консистенции

Грамположительные палочки 
0,5- 0,9х 2,0-4,0 мкм, с закруглен-
ными концами, одиночные, в па-
рах или короткие цепочки.

Alicyclobacillustolerans

NS1 Прозрачно-бежевые колонии, 
слизистые, с ровными краями.

грамотрицательные, клетки па-
лочковидные, расположение раз-
личные.

Zoogloearesiniphila

TS2 Колонии молочного цвета, форма 
колоний круглая, с плоским 
профилем, консистенция мягкая.

Клетки имеют бобовидную 
форму, мелкие.

Gallionellacapsiferriformans

Продолжение таблицы 1
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                                                     c                                                                                                      d

Рисунок 1 – Микроскопическое строение микромицета Asp. nigerAsIA a. РЭМ(x 200);b. РЭМ (x 250),  
микроскопическое строение Asp. Niger AsIA при световом микроскопе (a, b x 280)

                                                 a                                                                                                       b    

                                                 a                                                                                               b
 

Рисунок 2 – Электронно-микроскопическое строение Acidithiobacillus ferrooxidans ThIO(a, x 200; bx 250)
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 MN180815.1:42-571 Aspergillus terreus isolate TB24

 MN173141.1:71-600 Aspergillus terreus isolate CER2 

 MN180818.1:42-571 Aspergillus terreus isolate T45 

 MN180820.1:44-573 Aspergillus terreus isolate T50 

 MF138128.1:627-987 Aspergillus terreus strain RF38 

 JOM

 MF138128.1:45-574 Aspergillus terreus strain RF38 

 MN095188.1:6-515 Aspergillus flavus strain A102P 

 MN095187.1:7-516 Aspergillus flavus strain A82R 

 MN095189.1:4-513 Aspergillus flavus strain A107P

 MN133872.1:2-511 Aspergillus flavus strain J

 MN095186.1:4-513 Aspergillus flavus strain A80R 

 AsR

0.1

 MN179299.1:34-562 Aspergillus flavus 

 MN179298.1:31-559 Aspergillus flavus 

 MN179300.1:31-559 Aspergillus flavus 

 MN186665.1:9-537 Aspergillus flavus 

 AsZ F

 MN186667.1:18-546 Aspergillus flavus 

 MN187307.1:1-472 Aspergillus niger isolate KUASR15 

 MK256745.1:586-696 Aspergillus niger 

 MN198160.1:22-493 Aspergillus costaricaensis isolate GH2 

 MN239975.1:3-474 Aspergillus tubingensis isolate 2 

 MN243684.1:15-486 Aspergillus niger strain SJ-2 

 MN187071.1:1-472 Aspergillus tubingensis isolate KUASR1 

 AsIA

 MK256745.1:5-476 Aspergillus niger 

 MN187071.1:53-575 Aspergillus tubingensis isolate KUASR1 

 MN180811.1:38-560 Aspergillus niger isolate T8

 MN187307.1:53-575 Aspergillus niger isolate KUASR15

 MN195121.1:69-591 Aspergillus niger strain RAF106 

 AsPN

 MN239975.1:55-577 Aspergillus tubingensis isolate 2 

Рисунок 3 – Положение микромицетов, выделенных из фосфорсодержащих отходов  
в филогенетическом дереве аспергил
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 NR 114517.1:59-768 Alicyclobacillus tolerans strain K1 

 ST

 NR 114277.1:45-757 Alicyclobacillus aeris strain NBRC 104953 

 NR 116896.1:65-777 Alicyclobacillus aeris strain ZJ-6 

 NR 113745.1:45-757 Alicyclobacillus cycloheptanicus strain NBRC 15310 

 NR 024754.1:65-777 Alicyclobacillus cycloheptanicus strain DSM 4006 

0.01

 NR 074658.1:775-1024 Gallionella capsiferriformans ES-2 

 TS2

 NR 149238.1:564-1006 Sulfuriferula thiophila strain mst6 

 NR 114805.1:585-1007 Sulfuriferula plumbiphila strain Gro7 

 NR 114334.1:774-1023 Ferriphaselus amnicola strain OYT1 

 NR 074658.1:582-748 Gallionella capsiferriformans ES-2 

0.1

 NR 113652.1:1-713 Pseudomonas stutzeri strain NBRC 14165 

 NR 118798.1:1-710 Pseudomonas stutzeri strain CCUG 11256 

 NR 114751.1:8-727 Pseudomonas stutzeri strain DSM 5190 

 NR 041715.1:2-721 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 LMG 11199 

 NR 116489.1:8-727 Pseudomonas stutzeri strain VKM B-975 

 NJA

 NR 103934.2:21-740 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 LMG 11199 

 ASA

 NR 114126.1:69-763 Ralstonia pickettii strain NBRC 102503 

 NR 043152.1:71-765 Ralstonia pickettii strain ATCC 27511 

 NR 113352.1:69-763 Ralstonia pickettii strain JCM 5969 

 NR 025385.1:52-745 Ralstonia mannitolilytica strain LMG 6866 

 NR 134148.1:29-722 Ralstonia pseudosolanacearum strain UQRS 461 

0.002

 NR 042387.1:120-435 Acinetobacter calcoaceticus strain NCCB 22016 

 NR 114922.1:98-413 Acinetobacter calcoaceticus strain CIP 81.8 

 NR 114958.1:114-429 Acinetobacter calcoaceticus strain ATCC 23055 

 NR 116774.1:130-445 Acinetobacter pittii DSM 21653 strain CIP 70.29 

 NR 113343.1:109-424 Acinetobacter calcoaceticus strain JCM 6842 

 NR 117930.1:81-396 Acinetobacter pittii strain LMG 1035 

 NR 117619.1:129-444 Acinetobacter calcoaceticus strain ATCC 23055 

 NR 117621.1:129-444 Acinetobacter pittii DSM 21653 strain ATCC 19004 

 NR 152004.1:129-444 Acinetobacter lactucae strain NRRL B-41902 

 NR 114921.1:98-413 Acinetobacter calcoaceticus strain LMG 1046 

 NAO

0.0005

Рисунок 4 – Филогенетическое древо образцов бактерий,выделенных из фосфорсодержащих отходов
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Полученный ПЦР продукт подвергали очист-
ке с помощью набора ExS-Pure™ Enzymatic PCR 
Cleanup Kit (Nijmegen The Netherlands), согласно 
руководства к использованию. Затем измеряли 
концентрацию очищенного продукта (таблица2). 

Полученный продукт амплифицирова ли с по-
мощью BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit (ApplideBiosystems, USA) согласно протоко-
ла производителя.

После реакции секвенирования прово-
дили вторую очистку ПЦР-продукта набо-
ром для очистки реакций секвенирования 
BigDyeXTerminator Purification Kit и загружали в 
генетический анализатор ABI 3500 для проведе-
ния капиллярного фореза, фореграмма образцов 
(рисунок 5) и последовательность нуклеотидов, 
полученная при секвенировании (рисунок 6).

Таблица 2 – Концентрация ПЦР-продукта после очистки

№
п/п

Наименование 
образца

Концентрация в нг/
мкл

1 AsPN 46,6
2 AsIA 90,0
3 AsZ 19.0
4 AsF 18.84
5 JOM 12.9
6 AsN 16.9
7 ASA 10,8
8 NJA 18,5
9 TS 28,0
10 ST 33,4
11 NS1 16,5
12 NAO 52,0
13 TS2 12,5

 

Рисунок 5 – Фореграмма образцов, полученная на приборе ABI 3500

Рисунок 6 – Последовательность нуклеотидов, полученная при секвенировании
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Заключение 

– В результате проведенных исследований из 
фосфорсодержащих отходов было выделено 70 
изолятов , из которых к бактериям было отнесено 
36 изолятов, что соответствует 51% от общего 
количество выделенных микроорганизмов, 7 
изолятов отнесено к актиномицетам (10%) и 3 
культур к дрожжам (4%), 24 изолятов относиться 
к микромицетам (35%). Изучены культурально- 
морфологические и свойства микроорганизмов. 
На основании скрининга микроорганизмов было 

отобрано 14 наиболее активных штаммов. 
– В результате проведения фенотипической 

и генетической идентификации выделенные 
микроорганизмыштаммы отнесены к различным 
таксономическим группам: Aspergillus niger, As-
pergillus tubingensis, Aspergillus terreus, Aspergil-
lus flavus, Pseudomonas stutzeri, Methyloversatilis 
thermotolerans, Nitrosomonas europeae, Ralstonia 
pickettii, Acinetobactersp., Alicyclobacillus toler-
ans (Sulfobacillus thermosulfidooxidans), Zoogloea 
resiniphila, Gallionella capsiferriformans, Acidi-
thiobacillus ferrooxidans.
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