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КОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРАКОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА

К читателям

В четвертом номере 2021 года подобраны работы, среди которых видное место занимают исследования, вы-
полненные с участием сотрудников НИЦ «Курчатовский институт». В статье Гогонина А.В. с соавторами была 
проведена оценка влияния микроводорослей на процессы очистки сточных вод лесопромышленного комплекса, 
смешанных с городскими канализационными стоками.

В работе М.В. Вишневской и др. изучались микробные топливные элементы с биоанодом в виде графити-
рованной ткани с наращённым на нее слоем почвенных бактерий за счет вымачивания анода в богатой питательной 
среде и помещения его в почву на сутки. Полученная максимальная выходная мощность равна 101,4 мВт/м2, а 
максимальная электроемкость – 65,6 мФ/м2.

В исследовании Володина В.В. и др. из Сыктывкара и Москвы «Биотехнологический потенциал дерево-
разрушающих грибов для получения биотоплива» дана биотехнологическая оценка применения указанных грибов 
в качестве биологических агентов в процессах предварительной делигнификации древесного сырья и осахаривания 
целлюлозы на ключевой стадии ферментативного гидролиза при получении биоэтанола.

Шубаков А.А. и др. (Сыктывкар) провели сравнительное изучение целлюлазной активности двух произ-
водственных штаммов Trichoderma viride после длительного хранения в коллекции.

Колотова О.Н. с другими сотрудниками Тюменского НИИ краевой инфекционной патологии Роспотреб-
надзора проанализировали видовой состав грамположительных бактерий, изолированных из отделяемого нижних 
дыхательных путей от пациентов с диагнозом «Внебольничная пневмония».

Группа исследователей (Гумаюнова К.С. и др.) из РосНИПЧИ «Микроб» (Саратов) подвела итоги резуль-
татов испытаний экспериментального фага для диагностики холеры эльтор. 

Другой коллектив саратовских ученых (Комиссаров А.В. и др.) подготовил обзор литературы о твердых 
формах лекарственных бактериофагов.

В обзоре Назина П.С. с коллегами (НИЦ «Курчатовский институт») представлен обзор данных об искус-
ственных нейронных сетях (ИНС), включая многослойные перцептронные ИНС с обратным распространением 
ошибки, ИНС с глубоким обучением и сверточные ИНС.

Главный редактор, 
президент Общества биотехнологов России, 
профессор Р.Г. ВАСИЛОВ



6

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 579.66

БЕЗМЕМБРАННЫЙ БИОТОПЛИВНЫЙ ЭЛЕМЕНТ  
С АНОДОМ С БИОПЛЕНКОЙ ПОЧВЕННЫХ БАКТЕРИЙ

М.В. ВИШНЕВСКАЯ1*, М.П. ЖИЯНОВА2, Д.А. ХАРЬКОВ3, П.М. ГОТОВЦЕВ1,  
Ю.М. ПАРУНОВА1, Р.Г. ВАСИЛОВ1

1 Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт»,  
2 ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова»,  

3 ФГАОУ ВО «Московский политехнический университет», Москва

Одним из важнейших вопросов современной науки является развитие альтернативных источников энергии. Био-
топливные элементы служат неотъемлемой частью развития индустрии в данной области. Особый интерес на сегодняшний 
день вызывают почвенные микробные топливные элементы (МТЭ). Почва богата различными микроорганизмами, которые 
способны объединяться в биопленки. Они, в свою очередь, могут генерировать высокую электроэнергию. Почвенные МТЭ 
находят применение для биоремедиации почвы от органических загрязнителей, а также для очистки воды. В данной статье 
исследовался МТЭ с биоанодом в виде графитированной ткани с наращённым на нее слоем почвенных бактерий за счет вы-
мачивания анода в богатой питательной среде и помещения его в почву на сутки. Полученная максимальная выходная мощность 
равна 101,4 мВт/м2, а максимальная электроемкость – 65,6 мФ/м2. Ячейка топливного элемента являлась безмембранной и 
безмедиаторной, что делает ее экономически выгодной. Таким образом, почвенные МТЭ представляют собой перспективное 
направление в проблеме изучения альтернативной биоэнергетики.

Ключевые слова: микробный топливный элемент, биопленка почвенных бактерий, графитированная ткань.

© 2021 г. Вишневская М.В., Жиянова М.П., Харьков Д.А.,  
Готовцев П.М., Парунова Ю.М., Василов Р.Г.
* Автор для переписки:
Вишневская Мария Владиславовна
младший научный сотрудник, отдел биотехнологии и биоэнергетики, 
НИЦ «Курчатовский институт»
E-mail: Vishnevskaya_MV@nrcki.ru

Введение

На сегодняшний день в мире активно занимаются по-
иском альтернативных источников энергии. Биотопливные 
элементы как раз являются инструментом решения данной 
проблемы. Микробные топливные элементы (МТЭ) 
– это устройства, генерирующие электрический ток за 
счет протекающих в микроорганизмах окислительно-вос-
становительных реакций. Настоящая работа направлена 
на изучение потенциала электрогенерирующих почвенных 
микроорганизмов в качестве основы для создания МТЭ.

В последнее время увеличивается интерес к МТЭ, 
работающим в почвах [5, 11]. Они интересны не только как 
инструмент альтернативной энергетики, но и применимы 
для биоремедиации почв, очистки их от углеродных (таких 
как нефть), органических загрязнителей [4], а также спо-
собны очищать воду в почве [6]. Большим преимуществом 
почвенных МТЭ является то, что в них нет необходимости 

вносить регулярную подпитку, так как почва обладает и 
большим количеством микроорганизмов для работы и 
органикой для поддержания их жизнедеятельности [7].

Преимущественной формой организации микро-
организмов являются биопленки. Процесс формирования 
биопленки состоит из нескольких этапов. На первом этапе 
микроорганизмы сорбируются на поверхности субстрата. 
Этот процесс может быть обратимым. Далее они оконча-
тельно фиксируются, выделяя внеклеточные полимеры. 
Далее адгезированные клетки скапливаются, образовывая 
микроколонии. На завершающем этапе микроколонии 
сливаются, образуя зрелую биопленку, обладающую 
трехмерной структурой [2]. Способность образовывать 
биопленки обеспечивает МТЭ на их основе физиологи-
ческую и функциональную стабильность. Именно такая 
организация позволяет генерировать высокую удельную 
мощность, приближенную к теоретическим пределам [9].

Для максимизации электрической мощности и ее 
стабильной генерации важен выбор материала электро-
да. Он должен обеспечивать хорошую проводимость, 
биосовместимость, химическую стабильность, обладать 
высокой удельной поверхностью [3]. Достаточно рас-
пространенными и подходящими являются углеродные 
материалы (графит, графитированные волокна и ткани, 
углеродные войлоки и пены, углеродные нанотрубки и 
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графен). В данной работе была выбрана графитированная 
ткань, которая является недорогим материалом и обладает 
всеми свойствами, необходимыми для работы с микро-
организмами, в том числе нетоксичность, устойчивость 
к коррозии и пористость [10], что делает ее оптимальной 
для использования в почвенном МТЭ.

Таким образом, цель работы заключалась в иссле-
довании работы МТЭ с биопленкой почвенных бактерий в 
качестве биокатализатора на аноде из графитированной ткани. 

Материалы и методы

Материалы и реагенты. Для данной работы 
был использован верхний органоминеральный горизонт 
почвы. В качестве электродов использовалась графи-
тированная ткань ТГН-2МК, предоставленная АО 
«НИИграфит», толщиной около 0,5 мм. Электролитом 
выступала среда, имитирующая сточные воды (Х1), 
состава (мг/л): 1000 – глюкозы, 95,5 – NH4Cl, 56,3 
– мочевины, 22,6 – KH2PO4, 12,6 – FeSO4·7H2O, 
309 – NaHCO3, 35 – дрожжевого экстракта [12].

Испытательный стенд. В качестве безмембран-
ной ячейки МТЭ для экспериментов использовали хими-
ческий стакан (объем 100 мл) с электродами, опущенными 
в него и закрепленными на штативе с помощью стандарт-
ных электротехнических зажимов за стенки ячейки.

Подготовка электродов. В качестве катода был 
использован прямоугольный отрезок графитированной 
ткани размером 75×25 мм. Для анода использовалась та 
же ткань размера 70×25 мм. До начала экспериментов 
анод замачивался в среде Х1 на 1 час, а затем помещался в 

почву на глубину 10–15 см. Время нахождения электрода в 
почве составляло 5 суток. Между повторностями измерений 
электроды хранились в герметично закрытых чашках Петри.

Электрохимические измерения. Измерения вольт-
амперных характеристик (ВАХ) проводились на потен-
циостате-гальваностате Autolab PGSTAT204 (Mertohm) 
(ПО NOVA 2.0). Для анализа работы почвенного МТЭ 
использовались методы хронопотенциометрии, хроноампе-
рометрии, линейной и циклической потенциостатической 
вольтамперометрии. Измерения вольтамперометрии про-
водились в диапазоне задаваемой разности потенциалов от 
-0,3 до +0,3 В, чтобы охватить ожидаемые окислительно-
восстановительные процессы системы [1], со скоростью 
развертки потенциала 5 мВ/с. Все измерения проводились 
при комнатной температуре (23±1 °С).

Результаты и обсуждение

По проведенным экспериментам для анализа ра-
боты ячейки МТЭ с биопленками почвенных бактерий 
на аноде были построены диаграммы сравнения и рас-
считаны ВАХ.

Сравнительные циклические диаграммы зависимо-
сти силы тока от разности потенциалов для исследуемого 
почвенного МТЭ по форме соотносятся со статьями в 
других исследованиях работы биотопливных элементов 
[8] (рис. 1). Максимальная удельная мощность ячейки 
почвенного МТЭ на первый день эксперимента состав-
ляла 62,8 мВт/м2. Максимальная удельная мощность за 
все дни проведения экспериментов была достигнута на 
10-й день и равнялась 101,4 мВт/м2 (рис. 2).

Рис. 1. Зависимость силы тока от разности потенциалов в почвенном МТЭ в 1-, 3-, 10-, 17-, 24-й дни эксперимента
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Мощность постоянного тока ячейки рассчитыва-
лась по формуле:

P=I×U,
где (P) – мощность, (I) – сила тока, (U) – на-

пряжение.
Электрическая емкость в первый день экспери-

ментов составила 63 мФ/м2, затем с течением дней 
уменьшалась и вновь выросла, достигнув максимума на 

17-е сутки проведения эксперимента со значением 65,6 
мФ/м2 (рис. 2).

Электроемкость ячейки рассчитывалась по следу-
ющей формуле:

C=I/(U/dt) ,
где (C) – электроемкость, (U) – напряжение, 

(I) – сила тока, а (dt) – время измерения для опреде-
ленного напряжения.

Рис. 2. Зависимости максимальной удельной мощности (синяя линия – вверху) и электроемкости (красная линия)  
от времени жизни анода почвенного МТЭ

Результирующие данные приведены в таблице 
ниже (табл. 1).

Таблица 1
Удельная мощность и электроемкость ячейки  
почвенного МТЭ в разные дни жизни анода

День жизни анода Pуд, мВт/м2 C, мФ/м2

1 62,8 63,0
3 82,2 58,3
10 101,4 52,1
17 79,9 65,6
24 70,6 64,4

Исходя из данных об электроемкости, видно, что 
после выдерживания анода в среде Х1 и закапывания 
его в почве на поверхности образуется биопленка бакте-
рий, которая показывает хорошую стабильность работы 
ячейки почвенного МТЭ.

Заключение

Биопленки бактерий являются энергетически вы-
годной структурной организацией микроорганизмов, что 

служит положительным свойством для применения их в 
качестве биокатализатора для МТЭ. Результаты прове-
денного исследования показывают, что данный вариант 
МТЭ с биопленкой почвенных бактерий на аноде обеспе-
чивает стабильную работу и высокую удельную мощность, 
достигающую 101,4 мВт/см2. Материал электродов, 
отсутствие мембраны и медиаторов, получение биоката-
лизатора из естественной среды – все это представляет 
собой неоспоримый плюс данного варианта биотопливного 
элемента, что экономично сказывается на его стоимости.

Исследуемая ячейка выдавала максимальную 
выходную мощность 101,4 мВт/м2, а максимальную 
электроемкость – 65,6 мФ/м2. В предыдущих работах 
изучалась работа МТЭ на основе монокультуры ши-
роко известной электрогенной бактерии Gluconobacter 
oxydans. Максимальная удельная мощность в безмем-
бранном МТЭ с графитовыми стержнями в качестве 
электродов составляла 14,3 мВт/м2 [13], а в МТЭ, со-
вмещенном с фотобиореактором, – 92 мВт/м2 [1]. Это 
показывает, что применение в качестве биокатализатора 
почвенных микроорганизмов, а конкретнее – образова-
ние биопленки из них, вызывает интерес для дальнейших 
исследований по этой теме. Они будут направлены на 
идентификацию исследуемых почвенных микроорга-
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низмов и оптимизацию топливной ячейки для получения 
больших электрических мощностей.

Работа выполнена при поддержке НИЦ «Курча-
товский институт» в рамках тематического плана 
1.11. Разработка природоподобных биоэнергетических 
и гибридных источников энергии для различных об-
ластей применения.
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MEMBRANELESS BIOFUEL CELL WITH SOIL BACTERIA BIOFILM ANODE
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P.M. GOTOVTSEV1, Yu.M. PARUNOVA1, R.G. VASILOV1
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One of the most important issues of modern science is the development of alternative energy sources. Biofuel cells are an integral 
part of the development of the industry in this area. Soil microbial fuel cells (MFC) are of particular interest today. The soil is rich 
in various microorganisms that are able to combine into biofilms. They are capable of generating high electricity. Soil MFC can be 
used for bioremediation of soil from organic pollutants, as well as for water purification. In this article an MFC with a bioanode was 
investigated. The anode was a graphite tissue with a biofilm of soil bacteria grown on it. This is achieved by soaking the anode in a 
rich nutrient medium. After that it was placed in the soil for a day. The obtained maximum output power is 101.4 mW/m2 and the 
maximum electrical capacity is 65.6 mF/m2. The biofuel cell was membraneless and mediatorless. It made the cost is low. Thus, soil 
MFC is a promising direction in the study of alternative bioenergy.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 663.1+582.284+577.15

БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ  
ДЕРЕВОРАЗРУШАЮЩИХ ГРИБОВ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ БИОТОПЛИВА

В.В. ВОЛОДИН1*, Н.Н. ШЕРГИНА1,2, В.В. МАРТЫНОВ1, С.О. ВОЛОДИНА1,  
А.А. ШУБАКОВ1, Е.Ю. КОЖЕВНИКОВА3, Т.И. ШИРШОВА1, Р.Г. ВАСИЛОВ4 

1 Институт биологии Коми научного центра УрО РАН, 
2 ФГБУ ВО «Сыктывкарский государственный университет им. Питирима Сорокина», Сыктывкар; 

3 Российский государственный университет нефти и газа (национальный исследовательский  
университет) им. И.М. Губкина, 

4 Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт», Москва

На основании ростовых характеристик дереворазрушающих грибов, их избирательного действия на отдельные ком-
поненты лигноцеллюлозы и сравнительного изучения активности целлюлолитических и лигнолитических ферментов дана 
биотехнологическая оценка их применения в качестве биологических агентов в процессах предварительной делигнификации 
древесного сырья и осахаривания целлюлозы на ключевой стадии ферментативного гидролиза при получении биоэтанола. Вы-
явлено, что наибольшей способностью к деструкции лигнина обладает гриб Coriolus hirsutus ЛЕ-074 (син. Trametes hirsuta), 
который к 28-м суткам ферментации усваивал 33,3% лигнина при культивировании на березовых опилках. Два штамма Trametes 
hursuta 24.24 и 17.24 обладают наиболее высокой активностью окислительных ферментов лигнин-пероксидазы и лакказы при 
культивировании на еловых опилках. Наибольшей целлюлолитической активностью и сбалансированностью состава целлюлаз 
по отношению к ферментативному гидролизу целлюлозы обладают штаммы гриба Fomitopsis pinicola, которые по своей способ-
ности к осахариванию целлюлозы сравнимы с промышленными штаммами гриба рода Trichoderma. 

Ключевые слова: дереворазрушающие грибы, лигноцеллюлоза, древесина, целлюлазы, лигниназы, ферментативный 
гидролиз, биоэтанол, биотопливо.
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Введение

Лигноцеллюлоза является наиболее перспектив-
ным источником возобновляемого сырья при произ-
водстве биотоплива второго поколения. Производство 
биоэтанола из непищевого лигноцеллюлозного сырья 
может решить проблему возрастающего спроса на 
энергию, а также сократить выбросы парниковых газов, 
способствовать комплексному использованию отходов 
лесной, деревообрабатывающей, целлюлозно-бумаж-
ной промышленности и сельского хозяйства. Одним 
из многообещающих биотехнологических подходов к 
получению «целлюлозного» этанола является фермен-

тативный гидролиз целлюлозы до глюкозы в качестве 
ключевой промежуточной стадии [4, 5, 9, 21, 23, 24].

Несмотря на то, что научные основы фермента-
тивного гидролиза целлюлозы уже хорошо изучены, 
существует ряд трудностей для широкого внедрения 
этой технологии в практику [3, 8, 27]. В мировой 
практике известны примеры уже действующих заво-
дов по получению биоэтанола с участием ферментов, 
однако разработанные промышленные процессы ори-
ентированы на использование сельскохозяйственных 
отходов (соломы, рисовой шелухи, багассы сахарного 
тростника) или специально выращиваемых для этих 
целей энергетических культур (канарского тростника, 
мискантуса и других). Во всех перечисленных случаях 
используется биомасса травянистых растений, которая 
относительно легко подвергается делигнификации для 
повышения ее реакционной способности к фермен-
тативному гидролизу [5, 28]. У древесных растений 
лигноуглеводный комплекс является намного более 
прочным, что служит одним из главных препятствий для 
использования древесных отходов с целью получения 
биоэтанола биотехнологическим путем. 
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В природе встречается большое количество бакте-
рий, микро- и макромицетов, способных разрушать цел-
люлозу до глюкозы за счет действия целлюлолитических 
ферментов. Бактерии характеризуются более высокой 
скоростью роста, однако дереворазрушающие грибы 
обладают повышенной проникающей способностью в 
древесный субстрат, а также являются эффективными 
деструкторами не только целлюлозы, но и лигнина [1, 
22], что должно позитивно сказываться на реакционной 
способности лигноцеллюлозы древесины к ферментатив-
ному гидролизу. 

Ранее в лаборатории биохимии и биотехнологии 
Института биологии ФИЦ Коми НЦ УрО РАН прово-
дились многолетние исследования по получению белково-
углеводных кормовых добавок для жвачных животных 
путем твердофазной ферментации лигноцеллюлозного 
вторичного сырья (опилки) дереворазрушающими гри-
бами и изучению их переваримости и кормовой ценности 
[3], а также по получению полиферментных препаратов, 
содержащих целлюлазы, для обработки трудноусвояемых 
компонентов растительных кормов для птиц и монога-
стричных животных [14]. 

В связи с возрастанием интереса к использованию 
лигноцеллюлозы в качестве субстрата для получения 
биоэтанола целью настоящей работы является оценка 
возможности биотехнологического использования выс-
ших дереворазрушающих грибов для предварительной 
делигнификации и повышения реакционной способности 
древесного сырья к ферментативному гидролизу (био-
палпинг), а также получения ферментных препаратов 
целлюлазного комплекса для ферментативного гидролиза 
или прямого микробиологического осахаривания древеси-
ны для последующего сбраживания глюкозы и получения 
очищенного биоэтанола. 

Материалы и методы

Были использованы штаммы дереворазрушающих 
базидиальных грибов Coriolus hirsutus ЛЕ-074 (Trametes 
hirsuta (Wulfen) Lloyd 1924) (кориолус волосистый), 
Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm 1871 (вешенка 
обыкновенная) и Kuehneromyces mutabilis (Schaeff.) 
Singer & A.H. Sm. 1946 0726 (опёнок летний), полу-
ченные из коллекции высших грибов Ботанического 
института им. В.Л. Комарова РАН в 1986 г., а также 
штамм Panus tigrinus 8/18 (Lentinus tigrinus (Bull.) Fr. 
1825) (пилолистник тигровый) из коллекции Института 
биохимии и физиологии микроорганизмов РАН (г. Пу-
щино Московской обл., 1986 г.). Культура Fomitopsis 

pinicola (трутовик окаймленный) была выделена Э.Н. 
Ануфриевой из плодовых тел, собранных в окрестностях 
г. Сыктывкар в 1987 г. Trametes hirsuta (Wulfen) Lloyd 
1924 (трутовик жестковолосистый), щтаммы 24.24 и 
17.24; Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst 1881 (трутовик 
окаймленный), штамм 5.21; Laetiporus sulphureus (Bull.) 
Murrill 1920 (трутовик серно-желтый) 11.01 были пере-
даны для исследования из Российского государственного 
университета нефти и газа (национальный исследователь-
ский университет) им. И.М. Губкина в 2018 г. 

Субстратом служили березовые, осиновые и 
еловые опилки (размер частиц до 10 мм), которые ув-
лажняли питательной средой (3,5 мл/г субстрата) сле-
дующего состава, %: K2HPO4 – 0,7; KH2PO4 – 0,3; 
MgSO4×7H2O – 0,01; KCl – 0,005; FeSO4×7H2O – 
0,001; CaCl2×2H2O – 0,001; ZnSO4×5H2O – 0,001; 
(NH4)2SO4 – 0,3. 

Для интенсификации роста грибов в условиях 
твердофазной ферментации (ТФФ) вносили солодовую 
муку в количестве 5% от массы опилок. Влажность 
полученного субстрата 75–80%. В качестве посевного 
материала использовали трех-четырехсуточный мице-
лий грибов, выращенный глубинным культивированием 
(ГК) на среде следующего состава, %: глюкоза – 2; 
пептон – 0,3; солод – 0,5, MgSO4×7H2O – 0,05; 
KH2PO4 – 0,06; K2HPO4 – 0,4; CaCl2×H2O – 
0,005; pH=5,5. Инокулят вносили в количестве 10% 
(по объему), перемешивали с субстратом и выращивали 
при t=27–28 °C без принудительной аэрации в течение 
1–1,5 месяцев. Анализ продуктов ферментации прово-
дили в динамике с интервалом 7 суток. Потерю орга-
нического вещества оценивали, взвешивая высушенные 
при t=105 °C образцы в начале и по окончании про-
цесса твердофазной ферментации. В воздушно-сухих 
контрольных и ферментированных опилках определяли 
содержание лигнина и целлюлозы. Содержание лигнина 
устанавливали весовым методом после гидролиза из-
мельченных субстратов смесью концентрированных 
соляной и серной кислот. Целлюлозу определяли 
антроновым методом в разбавленных гидролизатах 
(калибровочную кривую строили по глюкозе). В экс-
трактах определяли содержание редуцирующих сахаров 
по методу Шомоди – Нельсона [3]. 

Динамику активности внеклеточных ферментов 
изучали в течение 14 суток культивирования. Актив-
ность эндо-1,4--глюканазы (КФ-3.2.1.4) определяли 
по скорости начального уменьшения вязкости 0,3%-
ного раствора карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ) при 
t=40 °C, pH=4,0 и выражали в мкМ/мин×мл. Сум-
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марную способность комплекса целлюлаз к осахариванию 
КМЦ (КМЦ-активность) оценивали по накоплению 
восстанавливающих сахаров в реакционной смеси, со-
держащей 4,0 мл 0,3%-ного раствора КМЦ и 1,0 мл 
культурального фильтрата (КФ) или экстракта после 
твердофазной ферментации, за 1 ч при t=40 °C, pH=4,0 
и выражали в мкМ/мин×мл (МЕ – международные 
единицы) в пересчете на глюкозу. 

В экспериментах по определению активности лиг-
нолитических ферментов грибы-продуценты выращивали 
при температуре 26–28 °С обоими способами: ГК и 
ТФФ. ГК проводили в колбах Эрленмейера на шейкере-
инкубаторе при 120 об/мин, ТФФ – на чашках Петри 
стационарно. Все емкости содержали лигнин в составе 
еловых и березовых опилок, опилки увлажняли питатель-
ной средой Норкранс (влажность субстрата: 70–75%). 
В отобранных пробах культуральной жидкости и филь-
тратах (при ТФФ) определяли активность ферментов 
лигнин-разрушающего комплекса: лигнин-пероксидазы 
(ЛП: КФ 1.11.1.14), марганецпероксидазы (MnП: 
КФ1.11.1.13), лакказы (ЛК: КФ1.10.3.2). 

Посевным материалом служили 72-часовые 
суспензии биомассы грибов, выращенных глубинным 
способом на 8%-ном пивном сусле (рН=6) при тем-
пературе 25–26 °С. Перед засевом инокулят измель-
чали фарфоровыми бусами 20 мин при 180 об/мин до 
образования однородной суспензии, которую в объеме 
10% стерильно вносили в колбы или чашки Петри для 
культивирования.

Активность лигнин-пероксидазы оценивали на 
спектрофотометре СФ-26 при =310 нм по скорости 
окисления красителя Азура B [16, 17], активность мар-
ганецпероксидазы – при =610 нм с добавлением в реак-
ционную смесь сульфата марганца по скорости окисления 
фенолового красного [25]; активность лакказы – при 
=450 нм, в качестве реагента использовали гваякол 
[18]. За условную единицу исследуемых активностей 
ферментов принимали увеличение оптической плотно-
сти на 0,1 единицу в 1 мл реакционной среды за 1 мин. 
(0,1 ед/мин×мл). Активность внеклеточных ферментов 
определяли на 3, 5, 7, 10, 14-е сутки при ГК и на 7, 10, 
14, 18, 21-е при ТФФ.

В экспериментах по оптимизации биосинтеза цел-
люлаз дереворазрушающим грибом F. pinicola, штамм 
5.21 гриб культивировали на среде Норкранс (г/л): 
глюкоза – 10 г; аммоний виннокислый – 1 г; KH2PO4 
– 1 г; MgSO4×7H2О – 0,5 г; железо лимоннокислое – 
5 мг; ZnSO4×7Н2О – 4,4 мг; MnSO4 – 5 мг; СаС12 
– 55,5 мг; витамин B1 – 40 мг. В многофакторном экс-

перименте при ГК вместо глюкозы использовали опилки 
лиственных пород деревьев. Условия культивирования: 
ГК проводили в колбах Эрленмейера объемом 250 мл, 
50 мл рабочей среды, 1,5 г опилок. Культивировали в 
течение 14 суток на шейкере при 120–130 об/мин. при 
температуре 25 °С; ТФФ проводили в чашках Петри, 
масса опилок 4 г, увлажнение 70–75%. Культивировали 
в течение 14 суток стационарно. Посевной материал – 
мицелий гриба, выращенный в течение 14 дней методом 
ГК на 8%-ном пивном сусле (рН=5) при температуре 
25–26 °С. Количество инокулята – 5 мл. В отобранных 
пробах культуральной жидкости (при ГК) и фильтратах 
(при ТФФ) определяли активность ферментов целлю-
лазного комплекса.

Определение общей целлюлазной активности про-
водили по осахариванию фильтровальной бумаги [13]. 
Целлюлолитическую активность выражали в мг глюкозы, 
образующейся в реакционной смеси при действии на 
субстрат 1 мл культуральной жидкости.

Все эксперименты проводили в трех биологических 
и аналитических повторностях. Статистическую обработ-
ку полученных результатов проводили с использованием 
программы Microsoft Excel 2010.

Для оптимизация компонентов питательной среды 
при глубинном культивировании Fomitopsis pinicola ис-
пользовали метод многофакторного эксперимента. Пол-
ный факторный эксперимент (ПФЭ) 42 был выполнен 
согласно методике [2].

Каждый фактор оптимизации (концентрация 
компонентов среды) варьировал на двух уровнях: мак-
симальном и минимальном (табл. 1). Были подобраны 
восемь вариантов среды для культивирования гриба 
Fomitopsis pinicola. Опыт проводился в двух повторно-
стях для каждого варианта. Расчет и оценка значимости 
регрессионных коэффициентов проводилась согласно 
методу Бокса – Уилсона.

При анализе коэффициентов уравнения регрес-
сии учитывали их влияние на параметр оптимизации 
(ФБ-активность): если коэффициенты при факторах 
(b) имеют отрицательный знак, то факторы оказывают 
негативное воздействие, и при увеличении фактора пара-
метр оптимизации будет снижаться. Если коэффициенты 
имеют положительный знак, то факторы оказывают 
положительное воздействие на параметр оптимизации, 
и при увеличении фактора параметр оптимизации будет 
возрастать [2]. Величина коэффициента соответствует 
вкладу данного фактора в величину параметра оптимиза-
ции при переходе фактора с нулевого уровня на верхний 
или нижний (максимальный/минимальный).

В.В. Володин и др., с. 11–23
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Таблица 1 
Матрица многофакторного эксперимента по подбору условий культивирования Fomitopsis pinicola

Уровни и интервалы варьирования факторов

Факторы (концентрация компонентов среды)

1 (b1)
Опилки, г

2 (b2) 
аммоний  

виннокислый, мг/мл

3 (b3)  
KH2PO4,

мг/мл

4 (b4) 
MgSO4×7H2О,

мг/мл
Основной уровень (Sj)0 2,5 0,05 0,05 0,025

Максимальный уровень (Sj)max 5 0,1 0,1 0,05
Минимальный уровень (Sj)min 0 0,0 0,0 0,0

Интервал варьирования i 1 0,02 0,02 0,01

Матрица  
планирования  
эксперимента

№ варианта
1 (-) 1,5 (-) 0,03 (-) 0,03 (-) 0,015
2 (+) 3,5 (-) 0,03 (-) 0,03 (+) 0,035
3 (-) 1,5 (+) 0,07 (-) 0,03 (+) 0,035
4 (+) 3,5 (+) 0,07 (-) 0,03 (-) 0,015
5 (-) 1,5 (-) 0,03 (+) 0,07 (+) 0,035
6 (+) 3,5 (-) 0,03 (+) 0,07 (-) 0,015
7 (-) 1,5 (+) 0,07 (+) 0,07 (-) 0,015
8 (+) 3,5 (+) 0,07 (+) 0,07 (+) 0,035

Значимость коэффициентов уравнения регрессии 
определяли по дисперсии воспроизводимости процесса 
(2) и доверительному интервалу ().

Дисперсию воспроизводимости (2) определяли 
по формуле: 

σ
γ

γ

2 1 1

2

1
=

−( )
−( )

= =
∑∑
u

N

j
jP P

N
,

где Pj – значение ФБ-активности культуральной 
жидкости, полученное в каждом варианте серии; Р – 
среднее значение ФБ-активности культуральной жид-
кости, полученное при культивировании на одинаковой 
среде; g – количество одинаковых сред (повторных 
серий); N – количество вариантов. 

Доверительный интервал () определяли по фор-
муле:
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где t – значение критерия Стьюдента.

Результаты 

1. Изучение расщепления лигноцеллюлозного 
комплекса древесины дереворазрушающими гри-
бами. Было показано, что изученные в эксперименте 
штаммы дереворазрушающих грибов: P. tigrinus 8/18, 

Pl. ostreatus и C. hirsutus ЛЕ-074, способны ассимили-
ровать компоненты древесины березовых опилок. Актив-
ный рост грибов P. tigrinus 8/18 и C. hirsutus ЛЕ-074  
отмечен через 2–3 суток после посева. Культура Pl. 
ostreatus имела более длительный lag-период, активная 
колонизация началась на 4–5-е сутки культивирования. 
Разрушение органического вещества субстрата грибом 
C. hirsutus на протяжении всего процесса твердофазной 
ферментации было большим, чем грибами P. tigrinus и 
Pl. ostreatus, у которых динамика изменения данного 
показателя оказалась сходной (рис. 1). При совместной 
ферментации опилок грибами C. hirsutus и Pl. ostreatus 
отмечалась наибольшая потеря органического вещества 
субстрата (29%). Во всех ферментациях разрушение 
органического вещества опилок продолжалось вплоть 
до 5-й недели культивирования. 

Анализ подвергшегося биодеструкции лигноцел-
люлозного комплекса березовых опилок продемонстри-
ровал, что все грибы разлагали как лигниновый, так и 
целлюлозный компоненты субстрата (рис. 2, 3). Замет-
ная деградация лигнина в опилках, ферментированных 
грибом C. hirsutus, наблюдалась уже на 7-е сутки роста, 
к 28-м суткам ферментации гриб усваивал 33,3% лигнина 
субстрата. Менее интенсивно лигнин березовых опилок 
разлагали P. tigrinus и Pl. ostreatus, тем не менее к концу 
ферментации деструкция его составила соответственно 
20,2 и 27,0%. 
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Рис 1. Динамика разрушения органического вещества 
березовых опилок в процессе твердофазной фермента-
ции базидиомицетами

Рис 2. Динамика деградации лигнина в процессе 
твердофазной ферментации березовых опилок дерево-
разрушающими грибами

Рис 3. Динамика деградации целлюлозы при твердо-
фазной ферментации березовых опилок дереворазру-
шающими грибами

P. tigrinus наиболее активно разрушал целлюлозный 
компонент опилок – на 21-е сут ферментации потеря цел-
люлозы достигла 35,5%. К этому сроку убыль целлюлозы 
в опилках, ферментированных грибами Pl. ostreatus и C. 
hirsutus, составила соответственно 26,0 и 19,5%

Рост грибов на березовых опилках сопровождался 
изменением содержания редуцирующих сахаров в про-
дуктах ферментации (рис. 4). В начале ферментации 
общее их содержание в субстрате составило 39 мг/г 
субстрата. У всех грибов наблюдали резкое снижение 
количества свободных углеводов в начальный период 
ферментации в результате их активного потребления 
растущими культурами. На 14-е сутки у грибов C. 
hirsutus и Pl. ostreatus процесс стабилизировался, и до 
конца ферментации концентрация редуцирующих сахаров 
поддерживалась на относительно постоянном уровне. У 
гриба P. tigrinus на 21-е сутки ферментации концентрация 
свободных сахаров возрастала, что совпадает с периодом 
максимальной деструкции этим грибом целлюлозного 
компонента опилок. Очевидно, на этом этапе конверсия 
целлюлозы до свободных углеводов превышает их по-
требление грибом, в результате субстрат обогащается 
легкоусвояемыми редуцирующими сахарами. 

Рис 4. Динамика содержания редуцирующих сахаров в 
процессе твердофазной ферментации березовых опилок 
дереворазрушающими грибами

2. Активность целлюлолитических ферментов 
дереворазрушающих грибов при их культивировании 
на различных отходах древесины. Высшие деревораз-
рушающие грибы представляют интерес как продуценты 
целлюлолитических и лигнолитических ферментов. По-
казана возможность получения препаратов целлюлаз 
из грибов Fomitopsis pinicola и Phellinos igniarius [11], а 
также из других видов грибов [26]. Дереворазрушающие 
грибы – возбудители белой гнили, обладают уникальной 
способностью осуществлять полную деградацию лигнина, 
благодаря наличию у них системы окислительно-восста-
новительных ферментов, в первую очередь, пероксидазы 
и фенолоксидаз [6, 7].

Нами изучена способность к продуцированию вне-
клеточных целлюлаз в условиях глубинной, поверхност-
ной и твердофазной ферментации у трех видов грибов: 

В.В. Володин и др., с. 11–23
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P. tigrinus 8/18, C. hirsutus ЛЕ-074 и F. pinicola. Было 
установлено, что активности целлюлазных комплексов 
зависят от типа субстрата и способа культивирования 
грибов-продуцентов (табл. 2). 

Самые высокие показатели активностей эндо-
1,4--глюканазы и -глюкозидазы у всех грибов 

наблюдаются в условиях твердофазного культиви-
рования. При этом в этих условиях гриб C. hirsutus 
проявлял также максимальную способность к гидро-
лизу нерастворимой целлюлозы (ФБ-активность) и 
водорастворимой карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ-
активность).

Таблица 2 
Активности внеклеточных целлюлаз грибов в зависимости от типа субстрата и способа культивирования

Субстрат Способ культи-
вирования

ФБ-активность, 
мкМ/ч×мл

КМЦ-активность, 
мкМ/мин×мл

Эндо-1,4--глюканаза, 
мкМ/мин×мл

-глюкозидаза, 
мкМ/мин×мл

Panys tigrinus 8/18

Еловые опилки
ПК 0,23 0,007 0,03 0,03
ГК 0,15 0,060 0,26 0,21

ТФФ 0,08 0,040 5,50 1,75

Березовые опилки
ПК 0,21 0,010 0,02 0,06
ГК 0,35 0,002 0,13 0,27

ТФФ 0,22 0,420 2,15 1,37

Осиновые опилки
ПК 0,44 0,00 0,03 0,03
ГК 0,14 0,02 0,42 0,60

ТФФ 0,31 0,04 12,8 1,57
Coriolus hirsutum ЛЕ-074

Еловые опилки
ПК 0,11 0,009 0,02 0,27
ГК 0,18 0,002 0,25 0,24

ТФФ 0,64 0,040 16,40 2,04

Березовые опилки
ПК 0,18 0,007 0,02 0,25
ГК 0,20 0,007 0,08 0,14

ТФФ 0,38 0,020 3,45 2,55

Осиновые опилки
ПК 0,18 0,009 0,03 0,29
ГК 0,25 0,020 0,39 0,25

ТФФ 0,34 0,090 12,00 1,08
Fomitopsis pinicola

Еловые опилки
ПК 0,27 0,020 0,55 0,28
ГК 0,03 0,003 0,07 0,25

ТФФ 0,04 0,060 18,80 7,49

Березовые опилки
ПК 0,45 0,080 0,95 0,28
ГК 0,04 0,004 0,04 0,18

ТФФ 0,04 0,090 22,00 8,00

Осиновые опилки
ПК 0,22 0,02 5,70 0,33
ГК 0,20 0,01 0,07 0,22

ТФФ 0,35 0,01 24,10 6,70

При глубинном и поверхностном культивирова-
нии (ПК) грибов с целью биосинтеза целлюлаз полу-
ченные результаты существенно зависели от физио-
логических особенностей у грибов различных видов. 
У P. tigrinus 8/18 на всех типах субстрата активность 
и располагалась в ряду ТФФ>ГК>ПК. Распре-
деление активностей этих ферментов в культуре C. 
hirsutus ЛЕ-074 было иным: эндо-1,4--глюканаза – 
ТФФ>ГК>ПК, -глюкозидаза – ТФФ>ПК>ГК. 
При выращивании F. pinicola активность обоих фермен-
тов независимо от типа субстрата была минимальной в 
глубинной культуре.

Способность комплекса целлюлаз всех трех куль-
тур к осахариванию нерастворимой целлюлозы и раство-
римой КМЦ сравнительно невелика (табл. 2). Самым 

активным продуцентом эндо-1,4--глюканаз (рис. 5) и 
-глюкозидазы (рис. 6) оказался F. pinicola. 

Активность внеклеточных целлюлаз зависела от 
использованного питательного субстрата. Наиболее 
эффективным для продуцирования ферментов грибом P. 
tigrinus оказались осиновые опилки, грибом C. hirsutus – 
еловые. Близкие по величине активности внеклеточных 
целлюлаз получены в культуре F. pinicola на всех трех 
типах субстрата (табл. 2). Очевидно, способность к про-
дуцированию целлюлазных комплексов у исследованных 
базидиальных грибов определяется их экологической 
приуроченностью – в природе они поражают преиму-
щественно древесину хвойных или лиственных пород, 
либо, как в случае F. pinicola, с равным успехом поражают 
любой древесный субстрат. 
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Рис 5. Активность эндо-1,4--глюканазы в твердо-
фазных культурах на среде с еловыми(1), березовыми 
(2) и осиновыми (3) опилками

Рис 6. Активность -глюкозидазы в твердофазных 
культурах на среде с еловыми (1), березовыми (2) и 
осиновыми (3) опилками

Таким образом, самым перспективным продуцен-
том целлюлаз оказался гриб F. pinicola, который на всех 
типах субстрата проявлял максимальные активности 
эндо-1,4--глюканазы (19–24 МЕ), -глюкозидазы 
(7–8 МЕ), а также комплекса ферментов, осахарива-
ющих фильтровальную бумагу (0,35 МЕ). При твер-
дофазной ферментации опилок F. pinicola активности 
ферментов были сравнимы с таковыми у грибов рода 
Trichoderma – активных продуцентов целлюлаз. 

3. Активность лигнолитических ферментов 
дереворазрушающих грибов при глубинном и твер-
дофазном культивировании на различных отходах 
древесины. Разрушение целлюлозы и лигнина – это 
сложный многоэтапный процесс, который зависит от на-
бора экзоферментов, их удельной и абсолютной активно-
сти. Базидиальные дереворазрушающие грибы являются 
практически единственными организмами, способными 
разрушать лигнин благодаря мощной полиферментной 
системе. Основными ферментами, участвующими в про-

цессе биоразложения лигнина базидиальными грибами, 
являются лигнин-пероксидаза, марганец-пероксидаза и 
лакказа. Неспецифичность мультиферментного комплек-
са лигнолитического действия и их высокая окислитель-
ная способность открывают широкие возможности для 
использования грибов-лигнинолитиков и их лигниноли-
тических ферментов при детоксификации и деградации 
ксенобиотиков, биоремедиации почв и вод, детоксикации 
фенольных соединений и альдегидов [10, 15].

Была исследована активность внеклеточных лиг-
ниназ (лигнин-пероксидазы, марганец-пероксидазы, 
лакказы) у четырех штаммов дереворазрушающих ма-
кромицетов: T. hirsuta штаммы 24.24; 17.24; F. pinicola 
штамм 5.21; L. sulphureus штамм 11.01 в условиях глу-
бинного (ГК) и твердофазного культивирования (ТФК).

Показано, что на активность ферментов лигнин-
деградирующего комплекса оказывает влияние тип 
субстрата, способ культивирования, видо- и штам-
моспецифичные особенности дереворазрушающих 
грибов (табл. 3). Самые высокие значения активности 
лигнин-пероксидазы (ЛП) и марганец-пероксидазы 
(MnП) отмечены у штаммов T. hirsuta, F. pinicola в ус-
ловиях ТФК на 21-е сутки. Высокие значения актив-
ности лакказы (ЛК) T. hirsuta (шт. 17.24) отмечены 
в условиях ГК на 14-е сутки; ЛП у L. sulphureus –в 
условиях ГК на 5-е сутки, MnП – в условиях ТФК на 
14-е сутки, ЛК – на 18-е сутки (табл. 3). Все изуча-
емые штаммы дереворазрушающих базидиомицетов 
проявляли высокую активность экзоферментов лиг-
ниндеградирующего комплекса в условиях глубинного 
выращивания на 5–14-е сутки, а при твердофазном 
культивировании – на 14–21-е сутки.

Биохимические и физиологические особенности 
изучаемых ксилотрофных грибов определяли значения 
активности ферментов лигнин-деградирующего ком-
плекса при глубинном и твердофазном культивировании. 
У T. hirsuta 24.24 на активность ферментов лигнин-раз-
рушающего комплекса в условиях ГК на еловых опилках 
можно расположить в ряд: ЛК>ЛП>MnП, в условиях 
ТФФ – ЛП>ЛК>MnП; на березовых опилках в 
условиях ГК – ЛП>ЛК>MnП, в условиях ТФФ – 
ЛП>MnП>ЛК. Следует отметить, что максимальную 
активность ферментов при ГК отмечали на 14-е сутки, а 
при ТФК – на 21-е сутки культивирования. Активность 
марганец-пероксидазы при культивировании на еловых и 
березовых опилках была в 3–4 раза, а лигнин-пероксида-
зы в 1,5 раза ниже при ГК, чем при ТФК. На активность 
лакказы T. hirsuta 24.24 способ культивирования и тип 
субстрата влияния не оказывали.

В.В. Володин и др., с. 11–23
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Таблица 3 
Максимальные активности внеклеточных лигниназ грибов в зависимости от типа субстрата  

и способа культивирования

Субстрат Способ культиви-
рования

Лакказа,  
усл. ед/мл×мин

Марганец-пероксидаза, 
усл. ед/мл×мин

Лигнин-пероксидаза, 
усл. ед/мл×мин

Trametes hirsuta штамм 24.24

Еловые опилки
ГК 16,65 (14) 4,55 (14) 14,83 (14)

ТФФ 12,52 (21) 11,79 (21) 25,18 (21)

Берёзовые опилки
ГК 9,76 (14) 3,80 (14) 13,47 (14)

ТФФ 10,27 (21) 11,25 (21) 23,42 (21)
Trametes hirsuta штамм 17.24

Еловые опилки
ГК 10,20 (14) 3,32 (14) 13,53 (14)

ТФФ 9,19 (21) 10,47 (21) 28,33 (21)

Берёзовые опилки
ГК 9,85 (14) 3,15 (14) 11,49 (14)

ТФФ 7,01 (21) 9,28 (21) 24,32 (21)
Fomitopsis pinicola штамм 5.21

Еловые опилки
ГК 6,68 (14) 3,36 (14) 12,35 (14)

ТФФ 3,87 (21) 8,66 (21) 17,32 (21)

Берёзовые опилки
ГК 1,98 (14) 3,02 (14) 10,36 (14)

ТФФ 3,05 (21) 8,35 (21) 16,48 (21)
Laetiporus sulphureus штамм 11.01

Еловые опилки
ГК 0,13 (10) 0,08 (5) 0,25 (5)

ТФФ 1,58 (18) 0,75 (14) 0,02 (10)

Берёзовые опилки
ГК 0,76 (7) 0,54 (14) 0,32 (5)

ТФФ 2,61 (18) 0,84 (14) 0,03 (10)

Примечание: в скобках указаны сутки, когда была отмечена максимальная активность

Изменение активности исследуемых ферментов в 
культуре T. hirsuta 17.24 на еловых и березовых опилках 
в условиях ГК было следующим: ЛП>ЛК>MnП, в 
условиях ТФК – ЛП>MnП>ЛК. Так же, как и у T. 
hirsuta, штамм 24.24 при культивировании штамма 17.24 
на еловых и березовых опилках активность марганец-
пероксидазы была в 3 раза, а лигнин-пероксидазы в 2 
раза ниже при ГК, чем при ТФК. Активность лакказы 
значительно не различалась при различных способах 
культивирования на разных опилках.

При выращивании F. pinicola активность иссле-
дуемых ферментов на березовых опилках в условиях 
ГК и ТФК, на еловых опилках при ТФК изменялась 
следующим образом: ЛП>MnП>ЛК; на еловых опил-
ках при ГК – ЛП>ЛК>MnП. В комплексе дерево-
разрушающих ферментов F. pinicola наиболее высокие 
значения активности отмечены у лигнин-пероксидазы 
при ТФК независимо от типа субстрата, марганец-зави-
симая пероксидаза также была более активна при ТФК. 
Лакказная активность была в 1,5 раза выше при ГК и 
ниже при ТФК на еловых опилках.

L. sulphureus при разных видах культивирования по-
казал самые низкие значения активности ферментов лигнин-
деградирующего комплекса. Активность ферментов при ГК 
на еловых опилках снижалась в ряду ЛП>ЛК>MnП, при 
ГК на березовых опилках и при ТФК на еловых и березовых 
опилках − ЛК>MnП>ЛП. Отмечено, что активность 
лигнин- пероксидазы L. sulphureus при ГК на еловых и 
березовых опилках была на порядок выше, чем при ГК, а 
активность лакказы, наоборот, при ТФК. На активность 
лигнин-разрушающих ферментов изучаемого штамма боль-
шое влияние оказывал тип субстрата, на березовых опилках 
активность исследуемых ферментов была выше, чем при 
культивировании на еловых опилках. 

Таким образом, для большинства исследуемых 
штаммов ксилотрофных базидиомицетов оптимальны-
ми условиями для проявления активности ферментов 
лигнин-разрушающего комплекса является субстрат – 
еловые опилки и условия твердофазной ферментации. 
По мнению В.А. Мухина [12], грибы, распространенные 
в хвойных лесах Северного полушария, эволюционно 
возникли в районах распространения хвойных, либо 
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быстро их освоили в силу лучшей приспособленности. L. 
sulphureus отличается быстрым во времени выходом на 
максимальные значения активности ферментов, но низ-
кими абсолютными значениями по сравнению с другими 
грибами-продуцентами, а также отмечено предпочтение 
к древесине лиственных пород деревьев. Это связано с 
его биологической приуроченностью как факультативного 
сапротрофа и физиолого-биохимическими особенностями 
как макромицета бурой гнили.

4. Оптимизация биосинтеза целлюлаз дерево-
разрушающим грибом Fomitopsis pinicola, штамм 5.21 
при глубинном культивировании на опилках лиственных 
пород деревьев. Вопросам повышения активности цел-
люлолитических ферментов для осахаривания целлюлозы 
при культивировании в регулируемых условиях в настоя-
щее время уделяется большое внимание. Для увеличения 
ферментативной активности штаммов-продуцентов дере-
воразрушающих грибов одним из важных этапов является 
создание оптимальных условий выращивания, то есть оп-
тимизация факторов культивирования. Данные литературы 
свидетельствуют, что оптимизацию проводят по различным 
факторам: температуре, рН, отношению субстрата к влаге, 
ионам металлов, различным источникам углерода и азота 
и т.д. [19, 20, 29]. Результаты, полученные различными 
авторами, имеют много противоречий; это, в основном, 
касается состава питательной среды для культивирования 
дереворазрушающих базидиомицетов, в частности, источни-
ков органического и неорганического азота [20], некоторых 
ионов металлов, которые могут ингибировать активность 
целлюлаз. Для оптимизации продукции дереворазрушаю-
щих ферментов применяют различные методы, в том числе 
полные факторные эксперименты.

Как было показано нами ранее в разделе 2, гриб 
F. pinicola оказался наиболее перспективным продуцен-
том целлюлаз. Методом математического планирования 
нами была предпринята попытка оптимизации состава 
питательной среды для глубинного культивирования 
другого штамма этого вида F. pinicola 5.21, у которого 
ФБ-активность на 10-е сутки при культивировании на 
опилках лиственных пород деревьев и на 14-е сутки – 
при культивировании на опилках хвойных пород деревьев 
составила соответственно 11 ед/мл и 13,6 ед/мл. 

Многофакторный эксперимент 2-го порядка для 
оптимизации среды культивирования F. pinicola в от-
ношении ФБ-активности включал в себя следующие 
варьируемые параметры: количество опилок (источник 
углерода), концентрация аммония виннокислого (ис-
точник азота), концентрации дигидрофосфата калия 
(KH2PO3) и кристаллогидрата сульфата магния 

(MgSO4×7H2О). Определение оптимальных значений 
было выполнено с помощью метода Бокса – Уилсона. 
Согласно матрице планирования, эксперимент проводили 
в двух повторностях с восемью вариантами питательной 
среды по четырём факторам, ФБ-активность определяли 
с третьего дня культивирования. Но для расчетов были 
взяты результаты на седьмые сутки выращивания, когда 
ФБ-активность была максимальной (табл. 4). 

Таблица 4 
Ферментативная активность штамма F. pinicola 5·21 

при глубинном культивировании по методу  
Бокса – Уилсона (7-е сутки) 

№ 
вари-
анта

ФБ-активность (ед/мл)

1 2 3 4 5 6 7 8

1-
я с

ер
ия

3,81904,77023,93694,6036 3,1940 6,94645,02503,4202
2-

я с
ер

ия

3,7964 5,2381 3,73694,67983,2262 6,6143 5,1917 3,4845

По результатам двух серий эксперимента были 
рассчитаны коэффициенты регрессии для каждого фак-
тора (концентраций элементов среды). Было получено 
уравнение регрессии, описывающее процесс культиви-
рования штамма: 

Р = 4,48 + 0,49 b1 + 0,16 b2 – 0,6 b3 –0,22 b4,

где b1 – фактор 1 (опилки), b2 – фактор 2 (ам-
моний виннокислый), b3 – фактор 3 (KH2PO3), b4 – 
фактор 4 (MgSO4×7H2О).

Полученные нами соотношения (уравнения регрес-
сии первого порядка) характеризуются линейным характе-
ром взаимосвязи активности фермента с различными кон-
центрациями (факторами) опилок и минеральных солей.

Определение значимости коэффициентов уравнения 
регрессии проводили с помощью определения дисперсии 
воспроизводимости процесса (2) и доверительного ин-
тервала (). Для регрессионого уравнения, описывающего 
эксперимент, получили следующие значения 2=0,0255; 
=0,008. При сравнении коэффициентов уравнения регрес-
сии с рассчитанным доверительным интервалом было от-
мечено, что в уравнении значимыми являются все факторы.

Анализ коэффициентов уравнения регрессии по-
казывает, что на ФБ-активность положительно влияют 
количество опилок (b1=0,49) и концентрация виннокислого 
аммония – источника азота (b2=0,16). Отрицательно вли-

В.В. Володин и др., с. 11–23
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яет концентрация KH2PO4 (b3=-0,6) и MgSO4×7H2О 
(b4=-0,22). На параметр оптимизации изученные факторы 
влияют прямо пропорционально и незначительно, на что 
указывают линейные эффекты и невысокие значения ко-
эффициентов уравнения регрессии. Все факторы являются 
значимыми. Это означает, что данные факторы нельзя иг-
норировать и нельзя увеличивать интервалы варьирования. 
Полученные нами результаты находятся в соответствии с 
данными литературы, например, подтверждают отрицатель-
ное влияние ионов калия на активность -глюкозидазы [19].

Заключение

Лигноцеллюлоза древесины – широко доступная 
возобновляемая биомасса, которую можно преобразовать в 
биотопливо, имеющее стратегическое значение для альтер-
нативного развития энергетики. Имеются многообещающие 
прогнозы о том, что широкомасштабное производство 
биоэтанола посредством ферментативного гидролиза лиг-
ноцеллюлозы в ближайшее время станет экономически вы-
годным в связи с тем, что этот процесс, будучи экологически 
безопасным, все более совершенствуется. Предварительная 
обработка лигноцеллюлозной массы древесины является 
важным этапом получения сбраживаемых сахаров, на 
котором происходит увеличение доступности целлюлозы 
по отношению к целлюлолитическим ферментам за счет 
разрушения лигнина и гемицеллюлозы, снижения кристал-
личности целлюлозы и увеличения площади поверхности 
биомассы. Несмотря на то, что уже разработаны различные 
методы физической, физико-химической и химической 
предобработки лигноцеллюлозы, более эффективным и 
экологичным методом представляется биологическая делиг-
нификация сырья с помощью дереворазрушающих грибов 
или продуцируемыми ими лигнолитическими фермента-
ми (биопалпинг), а также возможность использования 
дереворазрушающих грибов для получения ферментных 
препаратов целлюлаз непосредственно для процесса фер-
ментативного гидролиза целлюлозы. 

При изучении роста грибов P. tigrinus 8/18, C. 
hirsutus ЛЕ-074 и Pl. ostreatus на березовых опилках 
нами было обнаружено, что различные виды грибов в 
различной степени разрушают отдельные компоненты 
древесины. Среди трех перечисленных видов наиболее 
активно лигнин разлагался под действием гриба C. 
hirsutus ЛЕ-074 (заметная деградация лигнина наблюда-
лась уже на 7-е сутки роста, а на 28-е сутки ферментации 
гриб усваивал 33,3% лигнина субстрата). Целлюлозный 
компонент опилок наиболее активно разрушал гриб P. 
tigrinus (на 21-е сутки ферментации потери целлюлозы 

достигали 35,5%). Гриб C. hirsutus ЛЕ-074 можно ре-
комендовать для использования в процессе биопалпинга.

По современной номенклатуре, гриб C. hirsutus от-
несен к роду Trametes (T. hirsuta). Нами была исследована 
активность лигнин-разрушающих ферментов двух других 
штаммов этого вида: T. hirsuta 24.24 и 17.24, а также гриба 
F. pinicola 5.21. Было установлено, что F. pinicola 5·21 
обладает высокой лигнин-пероксидазной активностью, а 
оба штамма T. hirsute 24.24; 17.24 обладают высокой и 
лигнин-пероксидазной и лакказной активностью. Сочетан-
ное действие ферментов лигнин-пероксидазы с высокой 
окислительной способностью и низкой специфичностью 
действия и лакказы, участвующей в ключевых реакциях 
биодеградации лигнина, делает изученные штаммы гриба 
T. hirsuta перспективными продуцентами окислительных 
ферментов – деструкторов лигнина. 

Нами также выявлено, что оба изученных штамма 
F. pinicola показали высокие активности эндо-1,4--
глюканазы (19-24 МЕ), -глюкозидазы (7-8 МЕ), 
равно как и комплекса ферментов, осахаривающих 
фильтровальную бумагу (0,35 МЕ). По величинам 
активности ферментов изученные штаммы F. pinicola 
были сравнимы с таковыми у грибов рода Trichoderma 
– активных продуцентов целлюлаз, которые уже нашли 
свое применение в биотехнологических процессах.

Таким образом, базидиальные дереворазрушающие 
грибы, для которых ранее была продемонстрирована пер-
спектива использования в биотехнологических процессах 
получения белково-углеводных кормовых добавок, имеют 
большой потенциал для получения биотоплива второго 
поколения из отходов древесного лигноцеллюлозного 
сырья. От величины вклада целлюлазной и лигноли-
тической активности в общую дереворазрушающую 
способность грибов-продуцентов, которая зависит от их 
видовой принадлежности и штаммовой специфичности, 
возможно использование дереворазрушающих грибов при 
биотехнологическом получении биотоплива в различных 
направлениях: в процессах биопалпинга – прямой биоло-
гической делигнификации сырья, либо служить источни-
ками высокоактивных ферментных лигнолитических или 
целлюлолитических препаратов. 

F. pinicola 5·21 с высокой лигнин-пероксидазной 
активностью и T. hirsute 24.24; 17.24 с лакказной и лиг-
нин-пероксидазной активностью способны участвовать 
в разрушении лигнина в составе древесины. 

Авторы посвящают свою статью памяти без-
временно ушедшей Эмилии Николаевны Ануфриевой, 
стоявшей у истоков создания нового для лаборатории 
биохимии и биотехнологии направления в Сыктывкаре 
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– твердофазной ферментации лигноцеллюлозного вто-
ричного сырья (опилки) дереворазрушающими грибами.

Исследования выполнены по теме НИР Ин-
ститута биологии ФИЦ Коми научного центра УрО 
РАН № гос. регистрации АААА-А17-117121270025-1 
при частичной поддержке НИЦ «Курчатовский ин-
ститут» в рамках тематического плана.
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BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL  
OF WOOD-DESTROYING FUNGI FOR BIOFUEL PRODUCTION

V.V. VOLODIN1, N.N. SHERGINA1,2, V.V. MARTYNOV1, S.O. VOLODINA1, A.A. SHUBAKOV1, 
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Based on the growth characteristics of wood-destroying fungi, their selective action on individual components of lignocellulose 
and a comparative study of the activity of cellulolytic and lignolytic enzymes, a biotechnological assessment of their use as biological 
agents in the processes of preliminary delignification of wood raw materials and saccharification of cellulose at the key stage of enzymatic 
hydrolysis in the production of bioethanol is given. It was revealed that the mushroom Coriolus hirsutus LE-074 (syn. Trametes hirsuta) 
possesses the greatest ability to degrade lignin, which by the 28th day of fermentation assimilated 33.3% of lignin when cultivated on 
birch sawdust. Two strains Trametes hursuta 24.24 and 17.24 have the highest activity of the oxidative enzymes lignin peroxidase 
and laccase when cultivated on spruce sawdust. The strains of the fungus Fomitopsis pinicola, which are comparable in their ability to 
saccharify cellulose to industrial strains of the fungus of the genus Trichoderma, have the highest cellulolytic activity and balance of the 
composition of cellulases in relation to the enzymatic hydrolysis of cellulose.

Keywords: wood-destroying fungi, lignocellulose, wood, cellulases, ligninases, enzymatic hydrolysis, bioethanol, biofuel.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 628.358:579.695

ПРИМЕНЕНИЕ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ В ОЧИСТКЕ СТОЧНЫХ 
ВОД, СОДЕРЖАЩИХ ОТХОДЫ ЦЕЛЛЮЛОЗНО-БУМАЖНОГО 

ПРОИЗВОДСТВА И КОММУНАЛЬНЫЕ СТОКИ

А.В. ГОГОНИН1*, Т.Н. ЩЕМЕЛИНИНА1, И.В. НОВАКОВСКАЯ1, Е.Н. ПАТОВА1,  
Е.М. АНЧУГОВА1, В.А. ЛУКЬЯНОВ2, Т.Н. ГАЕВА3, В.В. ВОЛОДИН1

1 Институт биологии Коми научного центра Уральского отделения РАН, Сыктывкар;  
2 ООО «АЛЬГОТЕК»;  

3 «Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт», Москва.

Проведена оценка монокультур микроводорослей Eustigmatos magnus, Coelastrum proboscideum, Acutodesmus obliquus, 
Chlorella vulgaris f. globosa и Anabaena sphaerica как биотехнологических агентов в процессах очистки сточных вод лесопро-
мышленного комплекса, смешанных с городскими канализационными стоками. Показано, что штамм Eustigmatos magnus и 
штамм Coelastrum proboscideum, выделенные из сточной воды аэротенков, эффективно снижают содержание в сточной воде 
общего фосфора и азота, железа, алюминия, фенолов.

Ключевые слова: экологическая биотехнология, очистка сточных вод, микроводоросли, лесопромышленный комплекс, 
загрязнение.
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Введение

Основными источниками загрязнения и засорения 
водоемов являются недостаточно очищенные сточные 
воды промышленных и коммунальных предприятий, 
крупных животноводческих комплексов. Производствен-
ные сточные воды загрязнены в основном отходами и вы-
бросами производства – соединениями азота, фосфора, 
железа, алюминия и фенола. Загрязняющие вещества, 
попадая в природные водоемы, приводят к изменению 
физических свойств и химического состава воды. 

В настоящее время существует множество раз-
личных методов очистки сточных вод: механические, 
физико-химические, химические и биологические. 

Биологическая очистка сточных вод в аэротенках 
осуществляется при помощи биоценоза организмов 
(активного ила), основу которого формируют бакте-
рии, черви, простейшие и водоросли. Биохимическое и 
физико-химическое взаимодействие между активным 
илом и сточными водами позволяет извлекать из воды 

загрязняющие компоненты. При длительной ассимиля-
ции загрязнителей в активном иле происходит их транс-
формация до углекислого газа, воды, молекулярного 
азота и ортофосфатов [4]. На процесс биологической 
очистки сточных вод оказывают влияние различные 
факторы: температура в аэротенках, концентрация в воде 
растворенного кислорода, органических загрязнений и 
биогенных элементов, а также возраст активного ила. 
Для обеспечения нормального течения биологических 
процессов в аэротенках поддерживают определенные 
режимы, вносят недостающие питательные вещества, 
проводят регенерацию активного ила. При нарушении 
конструктивного и энергетического обменов в активном 
иле рациональным является обновление его состава, путем 
введения дополнительных биологических агентов, легко 
культивируемых, имеющих высокую скорость размноже-
ния, устойчивых к воздействию загрязняющих веществ 
и способных к их биотрансформации. Перспективно ис-
пользование в составе активного ила микроводорослей 
(МВ). Повышенный интерес к технологии очистки сточ-
ных вод с помощью МВ объясняется быстрым ростом 
культур МВ на сточных водах и отсутствием опасности 
вторичного загрязнения. МВ участвуют в процессах 
фитотрансформации загрязнений благодаря способности 
переводить химические соединения в менее подвижные 
и активные формы, разрушать органическую часть за-
грязнений и стимулировать развитие микроорганизмов, 
принимающих участие в процессе очистки вод. 
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Цель работы – оценить эффективность очистки 
сточных вод с применением монокультур микроводо-
рослей.

Материалы и методы 

Сточные воды были отобраны из аэротенков 
станции биологической очистки лесопромышленного 
комплекса. Они образуются вследствие смешения двух 
потоков. Первый поток – это отходы целлюлозно-бу-
мажного производства. В этих стоках загрязняющие 
вещества представлены фенолами, общим фосфором и 
азотом, металлами, ионами нитратов, нитритов и аммо-
ния. Второй поток – это городские канализационные 
стоки, в которых содержатся в высоких концентрациях 
вещества азотной группы, общий фосфор, а также ионы 
железа. 

В качестве объектов исследования были выбра-
ны культуры МВ из коллекции SYKOA Института 
биологии Коми НЦ УрО РАН: Eustigmatos magnus 
(B.-Peters.) Hibberd, Coelastrum proboscideum Bohlin, 

Acutodesmus obliquus (Turpin) Hegewald & Hanagata 
(Tetradesmus obliquus (Turpin) M.J. Wynne), Chlorella 
vulgaris Beijerinck f. globosa V. Andreeva (Collection of 
microalgae strains in the Institute of biology of Komi scientific 
centre (sykoa), 2019) [5] и Anabaena sphaerica Bornet & 
Flahault, предоставленная ООО «АЛЬГОТЕК».

Эксперименты проводили с использованием 
питательной среды Люка. Среда Люка – полусинте-
тическая модифицированная органоминеральная среда, 
состоящая из глауконита «Ionsorb™» и куриного помета, 
стабилизированного гашеной известью [6], что исклю-
чает применение дорогих реактивов в приготовлении 
питательных сред. 

Накопление биомассы МВ проводили в лабо-
раторных условиях в 250 см3 сосудах на питательной 
среде Люка в течение 14 дней. Титр клеток культур МВ 
составил от 2,2 до 2,6×108 кл/см3.

Сточную воду отбирали в день эксперимента из 
аэротенков станции биологической очистки. Содержание 
общего азота и фосфора, алюминия, железа и фенола в 
сточной воде представлено в таблице 1.

Таблица 1
Химический состав сточных вод, использованных для эксперимента 

pH Al, мкг/дм3 Fe, мг/дм3 Nобщ., мг/дм3 Pобщ., мг/дм3 Фенол, мкг/дм3

pH S  S  S  S  S  S
Поллютанты 7,12 0,14 1,23 0,12 0,83 0,1 2,7 0,5 0,74 0,06 37 2,2

Примечание:  – массовая концентрация; S – стандартное отклонение

Подготовленными культурами МВ инокулировали 
сточную воду, отобранную в день эксперимента, объемом 
1% от общего количества исследуемой воды в 1,5 дм3 для 
каждого штамма в трех повторностях. В течение суток 
проводили барботаж инокулированной жидкости возду-
хом с помощью компрессора при комнатной температуре, 
в режиме освещения фитолампой Osram L 18/77 Fluora, 
световой поток которой равен 550 lumen. Контролем слу-
жила сточная вода, отобранная из аэротенков без внесе-
ния инокулята. Эксперимент проводили в течение суток, 
взяв за основу технологический регламент, используемый 
для станций биологической очистки сточных вод [12]. 

Микроскопирование образцов проводили под 
микроскопом Nikon Eclipse 80i при увеличении до ×1000, 
оборудованного системой дифференциального интерфе-
ренционного контраста и видеофиксации изображений. 
Микрофотографии выполнены с помощью камер Nikon 
Digital Sight Ds – 2Mv (Nikon, Japan).

Количественный химический анализ образцов 
сточной воды выполнен в экоаналитической лаборатории 

Института биологии Коми НЦ УрО РАН. Общий азот 
(Nобщ) определяли термокаталитическим окислением 
с хемилюминесцентным детектированием с помощью 
анализатора TOC (Shimadzu). Содержание железа 
(Fe), алюминия (Al), фосфора общего (Pобщ) проанали-
зировано методом атомно-эмиссионной спектрометрии 
с индуктивно связанной плазмой. Количество фенолов 
анализировали методом капиллярной газовой хромато-
графии.

Статистическую обработку данных осуществляли 
с применением пакета прикладных программ Microsoft 
Office Excel 2013. При статистической обработке данных 
использовали t-критерий и расчет доверительных интер-
валов средних арифметических значений. 

Результаты и обсуждение

Для оценки влияния МВ на изменение состава 
основных загрязняющих веществ в сточных водах ис-
пользованы широко применяемые в альгоиндикационных 
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и биотехнологических исследованиях виды. Большинство 
из них имеют широкие ареалы распространения и устой-
чивы к органическому загрязнению среды [18].

Eustigmatos magnus (SYKOA E-001-09) – водо-
росль из отдела Ohrophyta (Рис. 1). Клетки одиночные 
коккоидные от 14 до 34 мкм в диаметре. Вид встречается 
в водной и почвенной среде.

Рис. 1. Eustigmatos magnus

Водоросль легко культивируется, толерантна к 
воздействию тяжелых металлов и устойчива к высоким 
температурам. Верхний предел устойчивости этой водорос-
ли зафиксирован при температуре воды около 66 °C [7].

Chlorella vulgaris f. globosa (SYKOA Ch-011-
10) – одноклеточная водоросль из отдела Chlorophyta 
(Рис. 2). Клетки сферической формы от 3,3 до 13,3 мкм 
в диаметре. Вид характеризуется широким ареалом рас-
пространения в водной и наземной среде. 

Рис. 2. Chlorella vulgaris

Хлорелла чаще всего используется в альголизации 
водорослевых прудов, биоплат и проточных водоемов 
для доочистки сточных вод [3]. Относится к альфа-

мезосапробионтным видам, способным выдерживать 
значительную степень органического загрязнения [1].

Coelastrum proboscideum (SYKOA Ch-033-14) 
относится к отделу Chlorophyta (Рис. 3). Образует 
ценобии из 4–64 клеток, но встречаются одно- и дву-
клеточные формы. Клетки от 5 до 30 мкм в диаметре 
[9]. Вид широко распространен в пресных водоемах с 
различным уровнем загрязнения поллютантами. Штамм 
выделен из аэротенков станции биологической очистки 
лесопромышленного комплекса, где выполнен отбор 
сточных вод для исследований.

Рис. 3. Coelastrum proboscideum

Acutodesmus obliquus (SYKOA Ch-055-12) так-
же относится к отделу Chlorophyta (Рис. 4). Образует 
ценобии из 2–4 клеток, в культуре чаще встречается в 
виде одиночных клеток 6–15 мкм длиной и 3–11 мкм 
шириной [9]. Данный штамм также выделен из аэротен-
ков станции биологической очистки лесопромышленного 
комплекса [10]. Обладает устойчивостью к высоким кон-
центрациям поллютантов, достаточно хорошо переносит 
условия низкой освещенности. Бета-полисапробионт 
обитает в высокоэвтрофных водоемах [1].

Рис. 4. Acutodesmus obliquus
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Anabaena sphaerica (IPPAS B-404) – представитель 
отдела Cyanoprokaryota (Рис. 5). Встречается в виде одиноч-
ных нитей или пленчатых дерновинок. Клетки удлиненно-
боченковидные, от 3 до 6 мкм шириной и 3–7 мкм длиной 
[19]. Этот вид фиксирует молекулярный азот [16]. Олиго-
бетамезосапробионт обитает в эвтрофных водоемах [1].

Рис. 5. Anabaena sphaerica

Проведенные эксперименты показали изменение 
содержания загрязняющих веществ в сточных водах в 
присутствии МВ по сравнению с контролем. Заметное 
снижение концентрации отмечено для биогенных эле-
ментов – азота и фосфора.

Общий азот характеризует валовое содержание всех 
форм азота в пробе воды, именно он используется для 
характеристики антропогенной нагрузки природной среды 
или очистных сооружений [13]. При внесении в сточные 
воды водорослей отмечено биоразложение соединений 
азота для всех исследованных монокультур (рис. 6).

Рис. 6. Содержание общего азота (мг/дм3)  
в сточных водах

Известно, что этот элемент необходим водорослям 
для синтеза простых и сложных белков, нуклеиновых кис-
лот, фотосинтетических пигментов и других органических 
веществ. Недостаток или избыток в среде азота влияет на 
рост и развитие водорослей, что проявляется в изменении 
скорости деления клеток, нарушениях функционирования 
фотосинтетического аппарата, перестройке клеточного 
метаболизма и обмена веществ [8]. Достоверно значимое 

(см. табл. 3) снижение общего азота в эксперименталь-
ных условиях наблюдали для C. vulgaris, A. sphaerica, E. 
magnus, A. obliquus, меньшую эффективность проявила 
микроводоросль C. proboscideum (см. рис. 6). 

Полученные нами результаты по снижению общего 
азота МВ от 30 до 63% (за одни сутки эксперимента) 
согласуются с данными других авторов. Например, для С. 
vulgaris установлено снижение общего азота на 67% за 13 
дней [24], для A. obliquus до 65% [11]. Для E. magnus, 
C. proboscideum и A. sphaerica сведения не найдены, 
так как эти виды мало изучены как биотехнологические 
агенты в процессах очистки сточных вод. 

Общий фосфор – один из основных загрязнителей 
стоков промышленных предприятий и коммунального хо-
зяйств, его поступление в природные экосистемы приводит 
к изменению трофического статуса и перестройке сообществ 
водоемов. Для всех исследованных штаммов при внесении в 
сточные воды монокультур водорослей наблюдали снижение 
содержания соединений фосфора (рис. 7). Этот элемент 
участвует в азотном и углеводном обменах водорослей, в 
энергетических и биохимических реакциях, а также входит 
в состав конституционных соединений протоплазмы и ядра. 
МВ ассимилируют фосфор в ходе синтеза фосфолипидов, 
а при избыточном поглощении аккумулируют его в виде 
неорганических полифосфатных гранул [21].

В сточных водах с инокулятами водорослей регистри-
ровали уменьшение содержания Pобщ в 1,8–7 раз с высоким 
уровнем статистической значимости (р>0,99) для всех ис-
следованных штаммов. Внесение монокультур E. magnus, 
A. sphaerica и C. proboscideum привело к наиболее эффек-
тивному снижению соединений фосфора в сточной воде. 

Рис. 7. Содержание общего фосфора (мг/дм3)  
в сточных водах

Анализ литературных источников выявил, что микро-
водоросли активно применяют для очистки сточных вод от 
соединений фосфора. Так, использование С. vulgaris в экс-
периментах [24] снижало содержание Pобщ до 50% в течение 
9 дней, культура C. microporum за 12 суток снижала содер-
жание этого элемента в сточных водах на 43–89% [23]. 

Железо является биологически активным элементом 
и оказывает влияние на интенсивность развития фитоплан-

А.В. Гогонин и др., с. 24–33
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ктона и микрофлоры в водоемах. Этот элемент участвует 
во многих физиологических процессах в клетках МВ: 
окислительно-восстановительные реакции фотосинтеза, 
процессы дыхания и углеводный обмен. Высокие концен-
трации железа в сточных водах проявляют токсичность для 
всех живых организмов, включая водоросли. Они могут 
выступать в качестве катализаторов при формировании 
гидроксильных радикалов, повреждающих липиды, белки 
и ДНК. Известно, что водоросли E. magnus и A. sphaerica 
обладают высокой способностью к биосорбции тяжелых 
металлов [14]. В нашем случае найдено достоверное (см. 
табл. 3) уменьшение содержания ионов Fe+2 при внесении 
культур E. magnus и A. sphaerica, менее активно сорбировал 
этот элемент в среде инокулят C. proboscideum (рис. 8). 

Рис. 8. Содержание ионов железа (мг/дм3)  
в сточных водах

В образцах с культурами C. vulgaris и A. obliquus было 
обнаружено повышенное содержание железа (см. рис. 8), 
что, вероятно, может быть связано с использованием водо-
проводной воды, насыщенной ионами железа, в питательной 
среде Люка, на которой культивировали маточные культуры 
C. vulgaris и A. obliquus. Возможно, что накопленные в 
процессе культивирования ионы железа десорбировались с 
клеток микроводорослей в сточную воду. Предполагаем, что 
для включения железа в клеточный метаболизм всех иссле-
дуемых штаммов МВ следует увеличить время экспозиции. 

Ионы алюминия при поступлении в природные 
водоемы со сточными водами в высоких концентрациях 
оказывают токсичное воздействие на водные организмы. 
При этом в малых дозах алюминий может оказывать сти-
мулирующий эффект на рост культур МВ . В растительной 
клетке этот элемент контролирует коллоидные свойства и 
активирует некоторые дегидрогеназы и оксидазы. Чаще 
всего для биосорбции Al3+ используют биомассу бурых 
водорослей, а также бактериальные культуры в иммоби-
лизованной и свободной формах [17].

Все инокулированные МВ снижали содержание 
ионов алюминия в сточной воде по отношению к кон-
тролю (рис. 9). Содержание Al3+ достоверно снижалось 
(р>0,95) по отношению к контролю при инокуляции 
сточной воды E. magnus, C. proboscideum и A. sphaerica. 

Рис. 9. Содержание ионов алюминия (мг/дм3)  
в сточных водах

Фенольные соединения в сточной воде лесопромыш-
ленного комплекса представляют собой продукты глубокой 
биодеструкции лигнина. Высокие концентрации фенолов 
оказывают острое токсическое действие на водоросли, но 
при этом некоторые цианопрокариоты и эукариотические 
водоросли способны поглощать и метаболизировать фе-
нольные соединения в процессе жизнедеятельности [20]. 
Эффект биотрансформации фенолов с высокой достовер-
ностью различия (см. табл. 3) был отмечен у культур МВ 
E. magnus, C. proboscideum и A. sphaerica (рис. 10). 

Рис. 10. Содержание фенолов (мкг/дм3)  
в сточных водах

При инокуляции в сточную воду штаммов A. 
sphaerica и С. vulgaris происходило повышение со-
держания фенолов в исследуемых образцах, что можно 
об основать синтезом некоторых фенольных соединений 
МВ и цианопрокариотами. Например, в составе экстрак-
тов цианопрокариот Spirulina sp. и Nostoc muscorum, а 
также у МВ Chlorella sp. и Nannochloropsis oculata были 
обнаружены фенольные соединения, которые ингибируют 
синтез микотоксинов. Рядом ученых было установлено, 
что МВ Chlorella sp. и Spirullina sp. могут синтезировать 
такие фенольные соединения, как: p-кумаровая кислота, 
фороглюцинол, апигенин, галловая кислота, феруловая 
кислота [15]. 

Разная абсорбирующая способность использо-
ванных штаммов связана с их различными морфологи-
ческими, физиологическими и эколого-географическими 
особенностями. В таблице 2 приведены некоторые 
характеристики исследованных видов МВ.
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Таблица 2
Морфологические и экологические особенности видов МВ и их биотехнологические характеристики 

Характеристика 
МВ

Eustigmatos magnus Anabaena sphaerica Coelastrum probosci-
deum

Chlorella vulgaris  
f. globosa

Acutodesmus obliquus

Форма клеток Сферическая Короткие 
бочонковидные нити

Сферическая,  
формируют ценобии

Сферическая Эллипсоидная, 
ценобии

Размер клеток От 14 до 34
мкм

Длина 3–7 мкм,
Ширина 3–6 мкм

Длина 6–15,
Ширина 3–11 мкм

От 3,3 до 13,3 мкм 4–25 мкм длина и 
2,2–11 мкм ширина

Состав клеточной 
оболочки

Пектиновая  
оболочка 

Пептидогликан, 
пектин и гемицеллю-
лоза, гликопротеин, 

полисахариды

Целлюлозно-пектино-
вая оболочка

Целлюлозно-пектино-
вая оболочка 

Целлюлозно-пектино-
вая оболочка

Вакуоли Есть Нет Есть Есть Есть 
Запасные  
вещества

Хризоламинарин 
 и масло

Гликогеноподобный 
полисахарид, циано-

фицин и волютин

Крахмал, масло Крахмал, масло Крахмал, масло

Уровень  
трофности

– Олигобетамезо-
сапробионт 

Олиго-сапробионт Альфамезо-
сапробионт

Бетаполи-сапробионт

Среды обитания Водная и почвенная Водная Водная Водная и почвенная Водная
Биотехнологиче-
ская характери-

стика

Снижает 
концентрацию:

(3+)*Nобщ,
(5+)Pобщ,

(4+)Фенолов,
(5+)Al3+

(5+)Fe2+

Снижает 
концентрацию:

(2+)Nобщ,
(4+)Pобщ,

(3+)Фенолов,
(3+)Al3+

(4+)Fe2+

Снижает 
концентрацию:

(1+)Nобщ,
(3+)Pобщ,

(5+)Фенолов
(4+)Al3+ 
(3+)Fe2+

Снижает 
концентрацию:

(4+)Nобщ,
(2+)Pобщ,
(1+)Al3+

Снижает 
концентрацию:

(3+)Nобщ,
(1+)Pобщ,
(2+)Al3+

Примечание: * – эффективность биотрансформации элемента, по шкале от 1+ до 5+

Виды Coelastrum proboscideum, Eustigmatos 
magnus и Acutodesmus obliquus имеют крупные раз-
меры клеток, а, следовательно, большую поверхность 
для сорбции загрязняющих веществ из сточной воды. 
Наличие вакуолей у вышеназванных видов, а также у 
Chlorella vulgaris f. globosa обеспечивают хорошую ад-
сорбирующую способность, особенно в старых культурах, 
которые могут накапливать как запасные вещества, так 
и конечные продукты метаболизма клетки. Кроме того, 
пектин, содержащийся в клеточных оболочках, обладает 
детоксицирующими свойствами, то есть способен сорби-
ровать токсические элементы, радионуклиды и выводить 
их из организма [2]. Эффективность использования куль-
тур МВ в процессах очистки сточных вод может также 
объясняться их способностью к полноценному развитию 
в водоемах с различным уровнем трофности. В ходе экс-
периментов были подтверждены и для ряда исследован-
ных штаммов дополнены экологические характеристики 
по отношению к трофности воды. Например, C. vulgaris 
относится к альфамезосапробионтам и может обитать 
в водоемах с высоким уровнем загрязнения, что под-
тверждается и нашими исследованиями (см. рис. 6, 7, 9). 

Вид E. magnus приспособлен к обитанию в по-
чвенной и водной средах. Обширный ареал и частая 
встречаемость свидетельствуют о высокой толерант-

ности данного вида к неблагоприятным условиям среды. 
Эффективная биодеструкция загрязняющих веществ из 
сточной воды этим штаммом подтверждается результа-
тами эксперимента (см. рис. 6–10). A. sphaerica явля-
ется олигобетамезосапробионтом (группа организмов, 
развивающихся в достаточно чистых водоемах), но в 
нашем случае высокие концентрации загрязняющих 
веществ в сточной воде не влияют негативно на разви-
тие культуры. Аналогичный вывод можно применить к 
культуре C. proboscideum. Несмотря на обитание этой 
микроводоросли в олигосапробных зонах (зонах чистой 
воды), характеризующихся небольшим содержанием 
органических соединений, инокулированный штамм 
C. proboscideum проявил активность в отношении 
ряда загрязняющих веществ в органической субстан-
ции (см. рис. 6–10). Несмотря на то, что штамм A. 
obliquus был выделен из исследуемой сточной воды, в 
ходе проведения эксперимента он проявил невысокую 
эффективность очистки. 

Проведенный анализ позволил найти два наиболее 
эффективных штамма микроводорослей E. magnus и 
C. proboscideum для очистки сточных вод, способных к 
деструкции и биотрансформации загрязняющих веществ. 
Для оценки достоверностей различия была составлена 
таблица 3.

А.В. Гогонин и др., с. 24–33
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Таблица 3
Показатели достоверностей различия (p) между 

инокулированными образцами и контролем

Культуры МВ Nобщ Pобщ Фенолы Al3+ Fe2+

E. magnus 0,99 0,995 0,98 0,95 0,90
C. proboscideum 0,95 0,99 0,99 0,95 –
A. sphaerica 0,99 0,99 0,98 0,90 0,90
C. vulgaris 0,995 0,98 – – –
A. obliquus 0,98 0,98 – – –

Выявлен ряд эффективности МВ в отношении сни-
жения загрязняющих веществ в пределах доверительной 
вероятности различий между образцами и контролем:

Nобщ: C. vulgaris>A.sphaerica>E. magnus>A. 
obliquus>C. proboscideum.

Pобщ: E. magnus>A. sphaerica>C. proboscideum>C. 
vulgaris>A. obliquus.

Фенолы: C. proboscideum>E. magnus>A. 
sphaerica.

Al3+: E. magnus>C. proboscideum>A. obliquus.
Fe2+: E. magnus>A. sphaerica.
Как видно из ряда эффективностей, не все куль-

туры достоверно снижали фенолы, аккумулировали 
ионы железа и алюминия по отношению к контрольному 
образцу.

Заключение

На основании проведенной биотехнологической 
оценки монокультур микроводорослей выявлены два 
штамма Eustigmatos magnus и Coelastrum proboscideum, 
наиболее эффективных в очистке от загрязняющих 
веществ сточной воды в пределах доверительной веро-
ятности различий между образцами и контролем. По-
казано, что при введении культур Eustigmatos magnus и 
Coelastrum proboscideum в сточную воду, отобранную из 
аэротенков лесопромышленного комплекса, снижается 
содержание общего фосфора (33–84%) при p=0,995–
0,99, общего азота (5–25%) при p=0,99–0,95, железа 
(8–25%) при p=0,90, алюминия (8–40%) при p=0,95 
и фенолов (15–50%) при p=0,98–0,99. 

Штаммы микроводорослей Eustigmatos magnus и 
Coelastrum proboscideum могут быть рекомендованы в каче-
стве биотехнологических стимуляторов очистки сточных вод 
от основных загрязняющих веществ при их периодическом 
введении в аэротенки. Кроме того, на основе культур, эффек-
тивно очищающих сточные воды, возможно создание кон-
сорциума МВ в целях проявления синергетического эффекта. 
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 616.932:616-07

ОЦЕНКА РЕЗУЛЬТАТОВ ИСПЫТАНИЙ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ФАГА 
ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ ХОЛЕРЫ ЭЛЬТОР

К.С. ГУМАЮНОВА1, О.С. ЗИНИНА1, М.В. ОВЧИННИКОВА1*, Н.Е. ГАЕВСКАЯ2,  
Ю.В. СИНЯГИНА1, А.К. НИКИФОРОВ1

1 ФКУЗ «РосНИПЧИ «Микроб», Саратов; 
2 ФКУЗ «Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт»  

Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону

Высокая специфичность, экспрессность и доступность фагового метода обусловливают его востребованность в схеме лабо-
раторной диагностики возбудителей опасных инфекционных заболеваний. В настоящее время для определения биовара холерного 
вибриона применяемый коммерческий препарат «Бактериофаги диагностические холерные классический и эльтор, лиофилизат для 
диагностических целей» не всегда отвечает поставленной задаче по идентификации исследуемых микроорганизмов, вследствие вы-
сокого уровня адаптации патогена к меняющимся условиям окружающей среды. В связи с этим в целях совершенствования фагового 
метода в ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный институт» был сконструирован экспериментальный диагностический фаговый 
препарат для идентификации V. cholerae О1 биовара эльтор. Целью настоящей работы являлось определение спектра литической 
активности и специфичности экспериментального фага для установления его диагностической ценности. В работе использовали 95 
штаммов из Государственной коллекции патогенных бактерий «Микроб» (Саратов), обладающих типичным культурально-морфоло-
гическими, биохимическими и серологическими свойствами. Установлено, что из 85 штаммов V. сholeraе О1 классического и эльтор 
биоваров опытный фаг и препарат сравнения (коммерческий фаг эльтор) лизировали 45,7% и 40% штаммов биовара эльтор соот-
ветственно. Отмечалось, что препараты были строго специ фичны по отношению к штаммам гетерологичного биовара и культурам V. 
сholeraе не О1 не О139 серогрупп. Анализ спектра литической активности показал, что экспериментальный фаг в диагностическом 
рабочем титре (ДРТ) и препарат сравнения действовали идентично на взятые в опыт штаммы независимо от их генетического про-
филя, географического положения, времени и места выделения, что указывает на низкую диагностическую ценность нового фага. 
Однако опытный препарат в цельном виде может быть использован в качестве прототипа активных фаговых модификантов при 
конструировании новых фаговых препаратов для совершенствования диагностики холерных вибрионов биовара эльтор. 

Ключевые слова: холера; бактериофаги; совершенствование диагностики; специфическая активность; специфичность.
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Введение

Научные достижения последних десятилетий в ге-
нетике, биологии, биотехнологии диктуют необходимость 
по-новому взглянуть на решение существующих и вновь 
возникающих проблем в вопросах диагностики возбудителей 
опасных инфекционных болезней бактериальной природы. 

Совершенствование диагностики всегда актуально во 
всех областях и направлениях. Это касается как стандартных 
алгоритмов и схем, так и непосредственно инструментов 
диагностики [5, 6]. Совершенствование может осущест-
вляться путем конструирования и внедрения новых диа-

гностических систем и препаратов, изменения составных 
частей продукта, оптимизаций этапов производства и т.д. 
Движущей же силой процесса совершенствования являются 
возрастающие требования к диагностическим препаратам, а 
также изменения свойств диагностических объектов. 

Эпидемический потенциал Vibrio cholerae О1 
биовара эльтор вследствие высокого уровня адаптации 
к меняющимся условиям окружающей среды ярко вы-
ражается в глубоких эволюционных изменениях молеку-
лярно-генетической организации холерного вибриона [7, 
9] и обусловливает большой практический интерес в плане 
индикации и идентификации возбудителя [9]. 

Существующие диагностические бактериофаги в 
силу таких особенностей, как экспрессность и высокая 
специфичность, по-прежнему оставляют за собой право 
занимать важное место в лабораторной диагностике холер-
ных вибрионов [2, 4]. Однако в настоящее время в связи 
с широкой бактериальной изменчивостью применяемый в 
схеме лабораторных исследований на холеру [3] для опреде-
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ления биовара холерного вибриона коммерческий препарат 
«Бактериофаги диагностические холерные классический и 
эльтор, лиофилизат для диагностических целей» не всегда 
отвечает поставленной задаче по идентификации исследу-
емых микроорганизмов. Вследствие этого совершенствова-
ние фагового метода является актуальной задачей.

Пути совершенствования фагодиагностки могут идти 
в двух направлениях. Первое направление связано с адап-
тацией имеющегося фага к фагорезистентным штаммам и 
искусственному получению его модификантов с активным 
действием [1]. Второе связано с поиском и выделением 
из различных объектов новых фагов с широким спектром 
действия в отношении соответствующих групп микроорга-
низмов [8, 10]. И первое и второе направления эффективны, 
хотя достаточно длительны и трудоемки, и не всегда вновь 
выделенные или адаптированные фаги отвечают таким 
требованиям лабораторной диагностики, как высокая 
литическая активность и специфичность, а также задачам 
производственного процесса: воспроизводимость, техниче-
ская простота в изготовлении, приемлемая себестоимость.

Сотрудниками Ростовского-на-Дону противо-
чумного института Роспотребнадзора из объектов 
окружающей среды были выделены новые фаги и из них 
сконструирован диагностический фаговый препарат для 
идентификации V. cholerae О1 биовара эльтор, характе-
ризующийся высоким уровнем специфической активности. 
Так как РосНИПЧИ «Микроб» является единственным 
на территории Российской Федерации производителем 
диагностических бактериофагов, специфичных в отноше-
нии чумы, холеры и псевдотуберкулеза, целью настоящей 
работы явилось определение спектра литической активно-
сти и специфичности усовершенствованного эксперимен-
тального фага для установления диагностической ценности 
и определения целесообразности возможного серийного 
выпуска представленного препарата. 

Материалы и методы

Объект. Исследовали экспериментальный диагно-
стический холерный фаг эльтор жидкий для идентификации 
холерных вибрионов О1 биовара эльтор, предоставленный 
ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный институт 
Роспотребнадзора». Препарат сравнения – бактериофаг диа-
гностический холерный эльтор из коммерческого препарата 
«Бактериофаги диагностические холерные классический и 
эльтор, лиофилизат для диагностических целей» производ-
ства ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора. 

В эксперименте всего было использовано 95 штаммов, 
предоставленных Государственной коллекцией патогенных 

бактерий РосНИПЧИ «Микроб» (ГКПБ «Микроб»), 
обладающих типичными культурально-морфологическими, 
биохимическими и серологическими свойствами. 

Главными критериями выбора штаммов явля-
лись наличие чувствительности (лизируются до ДРТ) 
или резистентности (не лизируются или лизируются 
в титрах ниже ДРТ) к коммерческому бактериофагу 
диагностическому холерному эльтор, чувствительность 
к коммерческому классическому бактериофагу (данные 
паспортов штаммов).

Для определения спектра литической активности в 
опыте использовали 70 штаммов V. choleraе О1 биовара 
эльтор, выделенных в периоды с 1970 по 2020 гг. и условно 
разделенных по этому признаку на две группы: первая – 
годы выделения с 1970 по 1999 гг., вторая группа – с 2000 
по 2020 гг. Специфичность препаратов контролировали 
на 15 штаммах холерного вибриона классического биовара 
и 10 штаммах V. choleraе не О1 серогруппы. 

Местами выделения выбранных штаммов были 
преимущественно территория Российской Федерации (70 
штаммов), а также очаги холеры в Индии, Пакистане, Аф-
ганистане, Вьетнаме, Гвинее и Корее (10 штаммов). Ис-
точники выделения различны: 47 штаммов были выделены 
из объектов внешней среды (вода), 23 микроорганизма 
– от больных людей, 1 штамм – секционный материал, 
источник выделения не известен у 13 штаммов. Данные о 
дате, месте и источнике выделения для микроорганизмов 
V. choleraе не О1 не О139 серогрупп отсутствовали.

Ход работы. Ампулы с лиофилизированными 
культурами микроорганизмов вскрывали и растворяли 
в 0,5 мл 0,9% стерильного раствора натрия хлорида 
и засевали в жидкую питательную среду рН 7,6±0,1, 
инкубировали при температуре 37±1 °С в течение 3–4 
ч. Затем осуществляли высев на чашки Петри с плотной 
питательной средой (агар Хоттингера рН 7,6±0,1), ин-
кубировали при температуре 37±1 °С в течение 18–20 ч. 
Следующий этап заключался в отборе типичных коло-
ний и пересеве на агаровые пластины рH 7,6±0,1. Для 
постановки пробы с фагами использовали 3-часовые 
бульонные культуры. 

В предварительных экспериментах была выявлена 
высокая специфическая активность экспериментального 
фагового препарата в цельном виде – констатировали лизис 
95,7% штаммов холерного вибриона биовара эльтор, но 
наблюдали полное отсутствие специфичности в отношении 
штаммов V. cholerae О1 классического биовара. Для по-
вышения данного спецификационного показателя были 
проведены дополнительные исследования по определению 
диагностического рабочего титра экспериментального фага.
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Определение спектра литической активности и специ-
фичности проводили методом агаровых слоев по Грациа. 
Холерный бактериофаг эльтор (часть из коммерческого пре-
парата), лиофилизат и экспериментальный диагностический 
холерный фаг эльтор, жидкий применяли в ДРТ – 10-2. 

Оценку литической активности фагов проводили 
по 4-балльной системе. За положительный результат 
принимали любую степень лизиса:

«4+» – сливной полный лизис культуры с про-
зрачным дном литического пятна;

«3+» – прозрачное пятно с единичными коло-
ниями вторичного роста или множество изолированных 
литических пятен;

«2+» – прозрачное пятно лизиса со значительным 
вторичным ростом или единичные изолированные пятна 
лизиса;

«1+» – слабозаметное пятно лизиса культуры.

Результаты и обсуждение

Степень лизиса фагочувствительных штаммов у 
опытного фага и препарата сравнения визуально оценивали 
от прозрачного пятна до прозрачного пятна с колониями 
вторичного роста. У некоторых культур на месте нанесения 
экспериментального препарата наблюдали признаки вто-
ричного роста по ходу литического пятна. Но данный факт 
не отражался на оценке активности опытного образца. 

Результаты испытаний экспериментального диа-
гностического холерного фага эльтор для идентификации 
холерных вибрионов О1 биовара эльтор, сконструиро-
ванного в ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный 
институт» Роспотребнадзора, представлены в таблице 1.

Таблица 1 
Результаты оценки спектра литической активности и специфичности экспериментального холерного фага 

эльтор и коммерческого препарата бактериофага холерного эльтор 

№ 
п/п

№ 
штамма Место, год, источник выделения

Генети-
ческая 

характери-
стика

Эксперименталь-
ный фаг эльтор, 

жидкий ДРТ 10-2, 

(«Ростов»)

Бактериофаг 
диаг. холер. эль-
тор, сухой, ДРТ 
10-2  («Микроб»)

1 2 3 4 5 6
V. cholerae О1 El Tor

1 М-1523 Татарстан, 2014, вода ctxA- 3* 3
2 М-1429 Белорецк, 2004, чел-к ctxA+ 3 1
3 М-1530 Челябинск,2015, о. Курочкино ctxA- 3 -
4 М-1272 Краснодар, 1993, чел-к н/д** 4 4
5 М-1286 Дагестан, 1994, чел-к н/д 3 3
6 М-1341 Казань, 2001, вода н/д 4 4
7 М-1353 Казань, 2001, вода н/д 4 4
8 М-1462 Москва, 2010, чел-к н/д 4 4
9 М-1463 Москва, 2010, чел-к н/д 2 4
10 М-1485 Таганрог, 2011, вода н/д 3 3
11 М-1509 Химки, 2012, чел-к н/д 4 4
12 11 Элиста, 2015, вода н/д 4 3
13 М-879 Саратов, 1970, чел-к н/д 4 4
14 М-1425 Пермь, 2003, ст. вода н/д 3 3
15 М-1460 Татарстан, 2010, р. Казанка н/д 4 4
16 М-1501 Элиста, 2011, чел-к н/д 4 4
17 95 Гвинея,1986, чел-к ctxA+ 3 3
18 317 В Вьетнам, 1993, чел-к ctxA+ 4 4
19 С-418 Ставрополь, 1990, чел-к ctxA+ 4 4
20 М-588 Пермь,1974, чел-к ctxA+ 4 4
21 М-609 Саратов,1975, чел-к ctxA+ 4 4
22 М-910 Самара,1970, чел-к ctxA+ 4 4
23 М-924 Н.-Новгород, 1971, чел-к ctxA+ 4 4
24 М-1329 Астрахань, 1999, река Прямая Болда. ctxA- 3 3
25 М-1330 Астрахань, 1999, река Волга ctxA- 3 3
26 М-1420 Пермь, 2002, река Ласьва. ctxA- 3 3
27 М-1571 Р. Татарстан, с. Чипчуги 2020, река Казанка ctxA- 2 2
28 М-1558 Калмыкия, 2019, вода н/д 4 4
29 М-1566 Р. Удмуртия, с. Гальяны, 2020, река Кама н/д 1 -
30 М-1570 Р. Удмуртия, с. Гальяны, 2020, река Кама н/д 2 2
31 М-1320 Саратов, 1998, вода н/д 1 -
32 М-1562 Элиста, 2019, пруд Заячий. н/д 1 -
33 М-1262 Ижевск, 1990, река Чепца ctxA- - -
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34 М-1265 Башкирия,1994, р. Дема ctxA- - -
35 М-1390 Астрахань,2002, р. Волга ctxA- - -
36 М-1391 Астрахань,2002, р. Царев ctxA- - -
37 М-1392 Астрахань,2002, р. Царев ctxA- - -
38 М-1510 Казань, 2012, р. Волга ctxA- +/- -
39 М-1515 Элиста, 2012, река Элистинка ctxA- - -
40 М-1517 Элиста, 2012, п. Колонский ctxA- - -
41 М-1418 Пермь,2002, р. Ласьва ctxA- - -
42 8 Элиста, 2014, пруд Колонский ctxA- - -
43 57 Элиста, 2014, пруд Заячий ctxA- - -
44 М-1267 Пермь, 1994, река Кама ctxA+ - -
45 М-1269 Магнитогорск, 1994, чел-к ctxA+ - -
46 М-1271 Набережные Челны,1993, больной ctxA+ - -
47 М-1335 Астрахань, 2000, вода ctxA- - -
48 М-1338 Астрахань,2000, чел-к ctxA- - -
49 М-1343 Казань, 2001, вода н/д +/- +/-
50 Р-18775 Каменка, 2005, чел-к н/д - -
51 М-1506 Элиста, 2011, вода н/д - -
52 М-1529 Р. Татарстан, 2016, река Ик ctxA- - -
53 М-1572 Р. Татарстан, с. Нармонка, 2020, река Бурейка. ctxA- - -
54 М-1115 Саранск, 1977, чел-к ctxA- - -
55 М-1118 Саранск, 1977, чел-к ctxA- - -
56 М-1268 Магнитогорск, 1994, чел-к ctxA+ - -
57 М-1321 Дагестан, с. Аглоби, 1998, чел-к н/д - -
58 М-1331 Чебоксары, 1999, река Волга н/д - -
59 М-1565 Калмыкия, 2019, вода. н/д - -
60 М-1568 Р. Удмуртия, с. Северный, 2020, река Малая Сарапулька н/д - -
61 М-1569 Р. Удмуртия, с. Северный, 2020, проба прудовой воды н/д - -
62 М-1239 Астрахань,1989, вода ctxA- - -
63 М-1394 Калмыкия, 1979, вода н/д - -
64 М-1398 Астраханская обл., 1981, река Енотаевка н/д - -
65 М-1549 Элиста, 2018, пруд Заячий. н/д - -
66 М-1550 Р. Калмыкия, с. Вознесеновка, 2018, пруд н/д - -
67 М-1554 Элиста, 2018, река Элистинка н/д - -
68 М-1555 Элиста, 2018, пруд Колонский н/д - -
69 М-1533 Республика Крым, г. Ялта, 2016, река Водопадная н/д - -
70 М-1561 Элиста, 2019, пруд Колонский н/д - -

V. cholerae О1 cholerae
71 266 Индия, 1949 ctxA+ - -
72 74 Афганистан, Наггу, 1960 ctxA+ - -
73 М-30 Астрахань, 1941, секц. матер. ctxA+ - -
74 5/66 Пакистан, 1966 ctxA - -
75 6 Афг. Афганистан, г. Кабул, 1960 ctxA+ - -
76 Р-6 Вьетнам ctxA+ - -
77 27 Пак Пакистан, г. Дакка. 1958 ctxA+ - -
78 27 Корея Корея, 1947 ctxA+ - -
79 М-35 Башкортостан, г. Уфа, 1943 ctxA+ - -
80 33 Дакка Пакистан, г. Дакка, 1958 н/д - -
81 М-29 Астрахань, испр. б-го, 1942 ctxA+ - -
82 569 В Индия, чел-к, 1960 ctxA+ - -
83 35-а-3 Индия, 1960 н/д - -
84 М-41 Башкирия,1943 ctxA+ - -
85 1488 а Индия, 1937 н/д - -

V. choleraе не О1 не О139
1 215 н/д н/д - -
2 498 н/д н/д - -
3 687 н/д н/д - -
4 1109 н/д н/д - -
5 2723 н/д н/д - -
6 3158 н/д н/д - -
7 3419 н/д н/д - -
8 7363 н/д н/д - -
9 8071 н/д н/д - -
10 10429 н/д н/д - -
Примечание: * – литическая активность фагов по 4-балльной системе; ** – нет данных

К.С. Гумаюнова1 и др., с. 34–40
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Для установления диагностической ценности экс-
периментального фага был проведен детальный анализ 
полученных результатов в трех направлениях. 

Во-первых, был определен общий процент чувстви-
тельных штаммов к новому фагу в сравнении с контроль-
ным препаратом (бактериофаг эльтор из коммерческого 
препарата «Бактериофаги диагностические холерные 
классический и эльтор, лиофилизат для диагностических 
целей»). В ходе испытаний установлено, что из 85 штам-
мов V. сholeraе О1 классического и эльтор биоваров:

 - экспериментальный фаг лизировал 45,7% (32 из 
70) штаммов биовара эльтор и был строго специ-
фичен по отношению к штаммам гетерологичного 
(классического) биовара; 

 - коммерческий бактериофаг диагностический холер-
ный эльтор лизировал 40% штаммов V. choleraе 
биовара эльтор (28 из 70) и был строго специфи-
чен в отношении холерных вибрионов классиче-
ского биовара.
Опытный образец и препарат сравнения не лизиро-

вали культуры V. сholeraе не О1 не О139 серогрупп, что 
также отмечалось как строгая специфичность препаратов 
к указанным группам штаммов.

Во-вторых, проведенная оценка спектра литиче-
ской активности экспериментального фага в отношении 
штаммов холерного вибриона биовара эльтор, условно 
разделенных на 2 группы по годам выделения, выявила, 
что спектр литической активности опытного фага незна-
чительно выше в группе микроорганизмов, выделенных 
в период с 1970–1999 гг. в сравнении со штаммами, 
выделенными с 2000 по 2020 гг., что составило 50% и 
43% соответственно.

В заключение анализ спектра литического дей-
ствия экспериментального фага и препарата сравнения 
по каждому штамму отдельно показал, что эксперимен-
тальный фаг и препарат сравнения лизируют идентичные 
штаммы независимо от их генетического профиля, места, 
времени и источника выделения (см. таблицу 1). Сопо-
ставимые результаты по спектру литической активности 
экспериментального диагностического холерного фага 
эльтор жидкого для идентификации холерных вибрио-
нов О1 биовара эльтор, сконструированного в ФКУЗ 
«Ростовский-на-Дону научно-исследовательский 
противочумный институт», и бактериофага эльтор из 
коммерческого препарата «Бактериофаги диагностиче-
ские холерные классический и эльтор, лиофилизат для 
диагностических целей» производства ФКУЗ Рос-
НИПЧИ «Микроб» указывают на низкий уровень диа-
гностической ценности экспериментального препарата. 

Заключение

Полученные результаты дают основание пред-
полагать, что в связи с обнаруженной низкой диагно-
стической ценностью экспериментального фага в ДРТ, 
обусловливающей специфичность, на практике спектр 
литической активности такого препарата не будет от-
личаться в сторону увеличения от коммерческого фага и 
не повысит качество диагностики холерных вибрионов 
биовара эльтор. Если рассматривать вопрос изменения 
состава коммерческого препарата эльтор путем дополни-
тельного введения в его структуру экспериментального 
фага, то, также опираясь на данные настоящего ис-
следования, это не только не увеличит активность, но и 
повысит себестоимость конечного продукта в результате 
увеличения количества специфических компонентов диа-
гностического препарата и соответственно трудозатрат 
для его производства. 

Однако ввиду того, что экспериментальный фаг в 
цельном виде имеет высокий спектр литической актив-
ности, он может быть использован в качестве прототипа 
активных модификантов при конструировании фаговых 
препаратов для диагностики холеры эльтор. 
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EVALUATION OF THE TEST RESULTS OF AN EXPERIMENTAL PHAGE  
FOR THE DIAGNOSIS OF CHOLERA EL TOR

K.S. GUMAYUNOVA1, O.S. ZININA1, M.V. OVCHINNIKOVA1, N.E. GAEVSKAYA2,  
Yu.V. SINYAGINA1, A.K. NIKIFOROV1

1 Russian Research Anti-Plague Institute «Microbe», Saratov; 
2 Rostov-on-Don Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don

The high specificity, rapidity and availability of the phage method determine its demand in the scheme of laboratory diagnostics 
of causative agents of dangerous infectious diseases. Currently, the commercial preparation Bacteriophages Diagnostic Cholera Classic 
and El Tor, Lyophilisate for Diagnostic Purposes used to determine the biovar of Vibrio cholerae does not always meet the task of 
identifying the studied microorganisms, due to the high level of adaptation of the pathogen to changing environmental conditions. In 
this regard, in order to improve the phage method, an experimental diagnostic phage preparation for the identification of V. cholerae O1 
biovar El Tor was designed at the Rostov-on-Don Antiplague Institute. The aim of this work was to determine the spectrum of lytic 
activity and specificity of the experimental phage in order to establish its diagnostic value. We used 95 strains from the State collection 
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of pathogenic bacteria «Microbe» (Saratov), which have typical cultural, morphological, biochemical and serological properties. It 
was found that of 85 strains of V. cholerae O1 classical and El Tor biovar, the experimental phage and the reference drug (commercial 
phage El Tor) lysed 45.7% and 40% of the biovar El Tor strains, respectively. It was noted that the preparations were strictly specific 
with respect to strains of the heterologous biovar and cultures of V. cholerae not O1 not O139 serogroups. Analysis of the spectrum of 
lytic activity showed that the experimental phage in the diagnostic working titer (DWT) and the reference drug acted identically on the 
strains taken in the experiment, regardless of their genetic profile, geographic location, time and place of isolation, which indicates a low 
diagnostic value of the new phage. However, the whole experimental preparation can be used as a prototype of active phage modifiers 
in the design of new phage preparations to improve the diagnosis of Vibrio cholerae biovar El Tor.
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СТРУКТУРА ГРАМПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ, ИЗОЛИРОВАННЫХ 
ОТ ПАЦИЕНТОВ С ДИАГНОЗОМ ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ ПНЕВМОНИИ
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Проанализирован видовой состав грамположительных бактерий, изолированных из отделяемого нижних дыхательных 
путей от пациентов с диагнозом «Внебольничная пневмония». Идентификацию культур проводили бактериологическим, масс-
спектрометрическим и ПЦР-методами. Определение резистентности к антимикробным препаратам осуществляли диско-диф-
фузионным методом. Показано, что штаммы Streptococcus spp., Staphylococcus haemolyticus, Enterococcus faecium обладают 
высоким уровнем резистентности к антибактериальным препаратам, что свидетельствует об их этиологической значимости. 
Данный факт подтверждает необходимость бактериологического исследования мокроты для коррекции схем лечения.
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Введение

Новая коронавирусная инфекция зарегистрирована 
в большинстве стран мира и приобрела характер пандемии 
[16]. Высокая доля осложненных и затяжных случаев 
связана с внебольничной пневмонией (ВП) [17, 21, 22, 
26, 27]. Этиологическим фактором ВП может быть как 
ассоциация различных бактериальных возбудителей, так 
и их сочетание с респираторными вирусами. Частота 
встречаемости ВП, вызванной ассоциацией возбудите-
лей, варьирует от 3 до 40% [10]. По данным статистики, 
риск летального исхода при ВП, вызванной вирусом 
SARC-CоV-2, составляет 40% [3, 11]. Одним из ве-
дущих симптомов COVID-19 является резкое снижение 
иммунного статуса организма и как следствие – развитие 
вторичной бактериальной пневмонии [5, 13, 14, 24, 25]. 
При этом присоединение возбудителей с множественной 
лекарственной устойчивостью не только снижает эффек-
тивность антибактериальной терапии, но и повышает риск 
тяжелого течения и неблагоприятного исхода болезни [12, 
15, 20]. Не менее негативным фактором является вероят-

ность присоединения грибковой микрофлоры с развитием 
микотического поражения легочной ткани [5, 9, 18]. По-
казатель летальности пациентов, у которых отсутствуют 
признаки «ответа» на проводимую терапию, достигает 
30–40% [18]. Поэтому на протяжении всего периода 
лечения пациента необходимы микробиологические иссле-
дования отделяемого нижних дыхательных путей с целью 
идентификации инфекционного агента и определения его 
резистентности к антимикробным препаратам (АМП). 
Это поможет скорректировать адекватную схему лечения, 
предотвратить появление панрезистентных бактериальных 
клонов [2, 12, 19].

Цель работы – изучение структуры грамположитель-
ных бактерий, выделенных из мокроты и промывных вод 
бронхов у пациентов с диагнозом внебольничной пневмонии, 
в том числе ассоциированной с COVID-19, и определение 
их спектра резистентности к антимикробным препаратам.

Материалы и методы

В исследование были включены 2031 образец 
мокроты и промывных вод бронхов от пациентов, на-
ходившихся на стационарном лечении в моногоспиталях 
г. Тюмени и Тюменской области с подтвержденным 
диагнозом внебольничной пневмонии различной степе-
ни тяжести. Средний возраст пациентов составил 60,2 
лет, сроки пребывания в стационаре – от 2 суток до 4 
месяцев. Клинический материал получен в период с мая 
2020 по июнь 2021 гг.
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Отбор и транспортировка биологического мате-
риала для лабораторного исследования проводились в 
соответствии с требованиями законодательства РФ в 
отношении возбудителей инфекционных заболеваний 
человека I–II групп патогенности [11].

Проведено микроскопическое исследование мокро-
ты, окрашенной по Граму. Для культивирования бактерий 
рода Streptococcus осуществлен посев клинических об-
разцов в объеме 0,1 мл из третьего разведения (для про-
мывных вод бронхов) и из четвертого и пятого разведений 
(для мокроты) на агар с дефибринированной кровью 
барана (5%), обогащённый лошадиной сывороткой, и 
шоколадный агар. Эти же среды использовали для под-
счета и идентификации бактерий Enterococcus spp. Посевы 
инкубировали при температуре 37 °С в течение 24–48 ч. 
в СО2-инкубаторе. Для культивирования Staphylococcus 
spp. клинический образец высевали на желточно-солевой 
агар в объеме 0,1 мл из первого разведения. Посевы инку-
бировали при температуре 37 °С в течение 24–48 часов.

Выросшие на плотных питательных средах ко-
лонии идентифицировали с помощью времяпролетной 
масс-спектрометрии на приборе microflex MALDI 
Biotyper (Bruker Daltonics, Германия) c программным 
обеспечением BioTyper 3,0. Для подтверждения иден-
тификации S. pneumoniae использовали индикаторные 
диски с оптохином 6 мкг («НИЦФ», Россия) и набор 
латексной агглютинации Dry Spot Pneumo («OXOID», 
Великобритания).

Параллельно с бактериологическим методом для 
обнаружения ДНК S. pneumoniae биологический мате-
риал исследовали методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 
в режиме реального времени. Для этого использовали 
«Набор для выявления ДНК Neisseria meningitidis, 
Haemophilus influenzae и S. pneumoniae «АмплиСенс»» 
(ФБУН «ЦНИИЭ» Роспотребнадзора, Россия).

Для выявления РНК вируса SARS-CoV-2 про-
бы исследовали методом ПЦР наборами: тест-система 
Вектор-ПЦРрв-2019-nCoV-RG (ГНЦ «Вектор», Рос-
сия), SARS-CoV-2/SARS-CoV («ДНК-технология», 
Россия).

Резистентность к антимикробным препаратам 
определяли диско-диффузионным методом на среде 
Мюллер – Хинтон (HiMedia, Индия), результаты 
анализировали в соответствии с действующими нор-
мативными документами (Клинические рекомендации 
«Определение чувствительности микроорганизмов к 
антимикробным препаратам» Версия – 2018-03 и МУК 
4.2.1890-04).

Результаты и обсуждение

В ходе исследования биологических проб от 
пациентов с диагнозом внебольничная пневмония поло-
жительный результат ПЦР исследования SARS-CoV-2 
подтвержден в 1403 случаях (69,1%). Бактериологи-
ческий анализ в 236 случаях показал отсутствие роста 
бактерий и грибов на всех дифференциально-диагно-
стических средах. Грамположительная микробиота от-
деляемого нижних дыхательных путей представлена 
бактериями родов Streptococcus spp., Staphylococcus spp., 
Enterococcus spp. (табл. 1).

Таблица 1 
Видовая характеристика грамположительных 

бактерий, выделенных из содержимого нижних 
дыхательных путей, в зависимости от лабораторного 

подтверждения SARS-CоV-2

Виды микроорганиз-
мов

SARS-CoV-2 
обнаружен

SARS-CoV-2 не 
обнаружен 

Абс. 
число % ± m Абс. 

число % ± m
Streptococcus spp. 692 100 259 100
S. pneumoniae 11 1,6±0,5 7 2,7±1,0
S. mitis 285 41,2±1,9 91 35,1±3,0
S. parasanguinis 134 19,4±1,5 47 18,1±2,4
S. oralis 109 15,8±1,4 47 18,1±2,4
S. vestibularis 94 13,6±1,3 49 18,9±2,4
S. salivarius 21 3,0±0,6 8 3,1±1,1
S. peroris 20 2,9±0,6 1 0,4±0,4
S. infantis 10 1,4±0,4 3 1,2±0,7
S. sanguinis 5 0,7±0,3 2 0,8±0,5
S. anginosus 3 0,4±0,2 2 0,8±0,5
S. crispatus 0 - 1 0,4±0,4
S. disgalactia 0 - 1 0,4±0,4
Staphylococcus spp. 158 100 58 100
S. aureus 55 34,8±3,8 33 57,0±6,5
S. haemolyticus 49 31,0±3,7 22 37,9±6,4
S. epidermidis 28 17,7±3,0 2 3,4±2,4
S. hominis 15 9,5±2,3 0 -
S. warneri 11 7,0±2,0 1 1,7±1,7
Enterococcus spp. 94 100 39 100
E. faecium 55 58,5±5,1 24 61,5±7,8
E. faecalis 37 39,4±5,0 13 33,3±7,5
E. durans 2 2,1±1,5 1 2,6±2,5
E. raffinosus 0 - 1 2,6±2,5

Результаты исследования продемонстрировали, 
что ведущее место среди грамположительных кокков 
занимают бактерии рода Streptococcus. Чаще встре-
чается вид S. mitis, относящийся к группе зеленящих 
стрептококков. Причем, в пробах от ковид-позитивных 
пациентов процент встречаемости выше, чем у ковид-
негативных; статистически достоверных различий не 
выявлено. У ковид-позитивных пациентов Streptococcus 
spp. идентифицированы в 49,3% проб отделяемого ниж-
них дыхательных путей, у ковид-негативных – в 41,2%. 
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В ассоциации с Streptococcus spp. чаще всего изолиро-
ваны грибы рода Candida (C. albicans, C. glabrata, C. 
tropicalis) до 77%, реже – грамотрицательные бактерии 
– 27,5% и грамположительные кокки – 13,2% (рис. 
1). Бактерии семейства Enterobacterales представлены 
видами Klebsiella spp., Enterobacter spp., Escherichia 
coli, неферментирующие грамотрицательные бактерии 
– Acinetobacter spp. (преимущественно A. baumannii), 
Pseudomonas aeruginosa.

Рис. 1. Частота встречаемости Streptococcus spp. 
в мокроте пациентов с диагнозом внебольничной 

пневмонии (%)

По данным литературы, основным бактериальным 
возбудителем внебольничных пневмоний является S. 
pneumoniae [4, 8]. Результаты нашего исследования по-
казали низкую частоту выявляемости S. pneumoniae в со-
держимом нижних дыхательных путей. Так, из всех проб 
от ковид-позитивных пациентов штаммы S. pneumoniae 
идентифицированы в 1,6% случаев, у ковид-негативных 
пациентов – в 2,7%. Параллельно с бактериологическим 
методом для подтверждения полученных данных пробы 
биоматериала исследованы методом ПЦР. В работу были 
включены 192 пробы от ковид-позитивных пациентов и 
116 проб с отрицательным результатом SARS-CoV-2. 
Положительные результаты на наличие ДНК бактерий 
S. pneumoniae выявлены в 63 пробах у ковид-позитивных 
пациентов, бактериологическое подтверждение получили 
3 случая. У ковид-негативных пациентов ПЦР тест 
положителен в 38 пробах, из них культуральный рост 
регистрировался только в двух (рис. 2).

Значимые различия результатов методов выявле-
ния S. pneumoniae могут быть объяснены несколькими 
причинами. Прежде всего, на исследование доставлялся 
биоматериал от пациентов, принимающих антимикробную 
терапию, что отражается на жизнеспособности бактерий. 
Средний возраст пациентов, взятых нами в исследование, 
составлял 60,2 лет, в то время как, по данным литературы 

[7], S. pneumoniae выявляются преимущественно у моло-
дых пациентов без сопутствующей патологии и при легком 
течении заболевания. Кроме того, метод ПЦР характери-
зуется высокой чувствительностью, что позволяет выявить 
единственную бактериальную клетку среди миллиардов 
других, а в бактериологическом методе клинически зна-
чимым считается определенное количество: для мокроты 
более или равно 105 КОЕ/мл, для бронхоальвеолярного 
лаважа – более или равно 104 КОЕ/мл. Следовательно, 
делать вывод о том, что возбудителем пневмонии является 
S. pneumoniae, основываясь только на результатах ПЦР-
метода, на наш взгляд, некорректно.

Рис. 2. Частота обнаружения S. pneumoniae клас-
сическим бактериологическим методом и методом 

ПЦР

По данным литературы [1, 6, 9, 23], большинство 
штаммов S. pneumoniae (до 95%) сохраняет высокую 
чувствительность к -лактамам (ампициллин) и пеницил-
линаза-защищенным препаратам (амоксиклав). Анализ 
полученных нами результатов выявил, что штаммы S. 
pneumoniae, изолированные из мокроты ковид-негатив-
ных пациентов, обладали повышенной резистентностью 
к указанным выше препаратам. S. pneumoniae ковид-
позитивных пациентов в 100% случаев обладали чув-
ствительностью к цефотаксиму, клиндамицину (рис. 3).

Рис. 3. Уровень резистентности штаммов S. 
pneumoniae к антимикробным препаратам в зависи-

мости от ковид-принадлежности пациентов

О.Н. Колотова и др., с. 41–47
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Результаты изучения устойчивости к антимикроб-
ным препаратам штаммов Streptococcus spp., изолиро-
ванных из отделяемого нижних дыхательных путей, 
представлены в таблице 2. Исследования показали, 
что более 70% штаммов Streptococcus spp. проявляли 
резистентность к ампициллину, вне зависимости от ста-
туса ковид-принадлежности. Более половины штаммов 
обладало устойчивостью к амоксициллин/клавулано-
вой кислоте. Минимальная резистентность отмечена 
к клиндамицину. Менее 60% штаммов обнаруживали 
резистентность к цефотаксиму.

Таблица 2 
 Резистентность штаммов Streptococcus spp.  

к антимикробным препаратам

АМП

SARS-CoV-2 
положительные 

(n=692)

SARS-CoV-2 
отрицательные 

(n=259)
Абс. 
число %±m Абс. 

число %±m

Клиндамицин 140 20,2±1,5 66 25,5±2,7
Ампициллин 496 71,7±1,7 190 73,4±2,7
Амоксициллин/
клавулановая 
кислота

367 53,0±1,9 157 60,6±3,9

Цефотаксим 306 44,2±1,9 118 45,6±3,1

Штаммы S. aureus, обладающие MRSA, в 1,5 
раза чаще идентифицировали из образцов мокроты 
ковид-негативных пациентов. Среди проанализирован-
ных показателей резистентности коагулазонегативных 
стафилококков лидирующее положение занимал S. 
haemolyticus. Несмотря на то, что частота обнаружения 
его составляет не более 4%, устойчивостью к эритроми-
цину, амоксициллин/клавулановой кислоте, ципрофлок-
сацину и карбапенемам обладали более 70% штаммов. 
Причем, у ковид-позитивных пациентов эти показатели 
несколько выше (табл. 3).

Высокий уровень полирезистентности отмечен 
у штаммов E. faecium. Так, 90% E. faecium, изоли-
рованных из мокроты ковид-позитивных пациентов, 
проявляли устойчивость к ампициллину, амоксициллин/
клавулановой кислоте, амоксициллин/сульбактаму, ци-
профлоксацину. Почти в 2 раза меньше процент устой-
чивых штаммов E. faecalis (кроме ципрофлоксацина). У 
ковид-негативных пациентов количество резистентных 
штаммов Enterococcus spp. превышает 50% (табл. 4). 
Виды E. durans и E. raffinosus изолированы в единич-
ных случаях и обладали чувствительностью ко всем 
исследуемым нами препаратам. Штаммов Enterococcus 

spp., обладающих ванкомицинрезистентностью, не вы-
явлено.

Таблица 3
Резистентность к антимикробным препаратам штам-

мов бактерий Staphylococcus spp., (%)

АМП
SARS-CoV-2  

обнаружен
SARS-CoV-2  
не обнаружен 

S. aureus S. haemo-
lyticus S. aureus S. haemo-

lyticus 
Эритромицин 14,5 85,7 12,1 77,3
Клиндамицин 10,9 39,6 12,1 36,4
Амикацин 0 16,3 3,0 4,5
Ципрофлок-
сацин 10,9 83,7 15,1 77,3
Амоксицил-
лин/клавула-
новая кислота

5,4 85,7 9,1 72,7

Имипенем 5,4 85,7 9,1 72,7
Меропенем 5,4 85,7 9,1 72,7
MRSA, MRS 5,4 85,7 9,1 72,7

Таблица 4
Резистентность к антимикробным препаратам штам-

мов бактерий Enterococcus spp. (%)

АМП
SARS-CoV-2  

обнаружен
SARS-CoV-2  
не обнаружен

E. faecium E. faecalis E. faecium E. faecalis

Ампициллин 90,9 48,6 66,7 53,8
Амоксицил-
лин/клавула-
новая кислота

90,9 48,6 66,7 53,8

Амоксицил-
лин/сульбак-
там

90,9 48,6 66,7 53,8

Ципрофлок-
сацин 90,9 78,4 66,7 69,2

Гентамицин 87,3 67,57 66,7 53,8
Ванкомицин 0 0 0 0

Заключение

Результаты исследования свидетельствуют о том, 
что выделяемая грамположительная микробиота, обла-
дающая высокой степенью устойчивости к антимикроб-
ным препаратам (Streptococcus spp., S. haemolyticus, 
E. faecium), дает основания считать ее возбудителем 
внебольничной пневмонии. Фактором риска неблаго-
приятного исхода пневмонии является выделение воз-
будителей, обладающих множественной устойчивостью к 
антимикробным препаратам. Учитывая, что в популяции 
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бактерий происходит постоянный процесс эволюции 
клональных комплексов, приводящих к горизонтальному 
обмену генами, кодирующими вирулентность, проведение 
микробного мониторинга мокроты при внебольничной 
пневмонии позволит своевременно выявлять структуру 
и резистентность микробиоты. Определение этиологи-
чески значимых возбудителей повысит эффективность 
антибиотикотерапии.
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THE STRUCTURE OF GRAM-POSITIVE BACTERIA ISOLATED FROM 
PATIENTS WITH A DIAGNOSIS OF COMMUNITY-ACQUIRED PNEUMONIA
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The species composition of gram-positive bacteria isolated from the discharge of the lower respiratory tract from patients diagnosed 
with community-acquired pneumonia was analyzed. The cultures were identified by bacteriological, mass spectrometric, and PCR 
methods. Determination of resistance to antimicrobial drugs was realized by the disk-diffusion method. It has been shown that strains 
Streptococcus spp., Staphylococcus haemolyticus, Enterococcus faecium have a high level of resistance to antibacterial drugs. This 
fact confirms the need for bacteriological examination of sputum for the correction of treatment regimens.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.15:579.8 

ПРОДУЦИРОВАНИЕ ЦЕЛЛЮЛАЗ АСКОМИЦЕТНЫМ ГРИБОМ 
TRICHODERMA VIRIDE ПОСЛЕ ДЛИТЕЛЬНОГО ХРАНЕНИЯ  

В КОЛЛЕКЦИИ

А.А. ШУБАКОВ1*, С.О. ВОЛОДИНА1, В.В. МАРТЫНОВ1,  
Н.Н. ШЕРГИНА1,2, В.В. ВОЛОДИН1

1 Институт биологии Коми научного центра УрО РАН, 
2 ФГБУ ВО «Сыктывкарский государственный университет им. Питирима Сорокина», Сыктывкар 

Исследованы особенности продуцирования целлюлаз культурами Trichoderma viride штамм 44 и T. viride штамм 
13/10 в процессе их глубинного культивирования на среде Чапека после длительного (25 лет) хранения штаммов в 
коллекции. Показано, что наиболее активным ростом в среде Чапека с лактозой и с микрокристаллической целлюлозой 
(МКЦ) обладает штамм 13/10. Штамм 13/10 продуцирует больше целлюлаз по сравнению со штаммом 44. При росте 
на 3%-ной лактозе и на 1%-ной МКЦ общая целлюлазная активность по осахариванию фильтровальной бумаги (АФБ) 
штамма 13/10 составляет соответственно 1,9–2,3 ед/мл и 0,14–0,17 ед/мл. Ниже уровень АФБ у штамма 44. В 
процессе роста штаммов карбоксиметилцеллюлазная активность (КМЦ-аза) увеличивается и наибольшая активность 
фермента обнаруживается у штамма 13/10 как на 3%-ной лактозе (7,2 ед/мл), так и на 1%-ной МКЦ (6,5 ед/мл). 
КМЦ-азная активность штамма 44 при росте на обоих источниках углерода существенно ниже и не превышает 1,7 ед/
мл при росте на 3%-ной лактозе.

Ключевые слова: мицелиальные грибы, Trichoderma viride, штаммы, культивирование, продуцирование целлюлаз, 
целлюлазная активность, активность по осахариванию фильтровальной бумаги, карбоксиметилцеллюлазная активность.
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Введение

Целлюлазы занимают третье место среди самых 
важных промышленных ферментов мирового рынка 
(≈15%) после амилазы (≈25%) и протеазы (≈18%). 
Целлюлазы используются в целлюлозно-бумажной и 
текстильной промышленности для улучшения качества 
волокон, пищевых продуктов и обогащения кормов лег-
коусвояемыми углеводами. Высокоактивные целлюлазы 
используются в генетической инженерии для получения 
протопластов. Растет интерес к промышленному исполь-
зованию целлюлаз при получении биотоплива второго 
поколения из непищевого лигноцеллюлозного сырья [11]. 

Ферментативный гидролиз целлюлозы происходит 
в результате последовательно-параллельного действия 
нескольких ферментов, входящих в состав так называе-
мого целлюлазного комплекса [2]. 

Микроорганизмы, способные разлагать целлюлозу, 
продуцируют набор ферментов с различными специфич-
ностями, работающие в синергизме. Целлюлазы гидроли-
зуют ß-1,4-гликозидные связи целлюлозы. Традиционно 
они делятся на два класса, упоминаемые как эндоглюка-
назы и целлобиогидролазы. Эндоглюканазы (эндо-1,4-ß-
глюканазы, эндо--1,4-D-глюкан-4-глюканогидролазы, 
EGs, EC 3.2.1.4) могут гидролизовать внутренние связи 
(предпочтительно в аморфных областях целлюлозы), осво-
бождая новые терминальные концы. Целлобиогидролазы 
(экзоглюканазы, экзо-1,4-ß-D-глюканазы, CBHs, EC 
3.2.1.91) действуют на существующие или образованные 
эндоглюканазой концы цепи. Оба фермента могут дегра-
дировать аморфную целлюлозу, но, за некоторыми исклю-
чениями, CBHs являются единственными ферментами, 
которые эффективно разлагают кристаллическую целлю-
лозу. CBHs и EGs высвобождают молекулы целлобиозы. 
Для эффективного гидролиза целлюлозы также требуются 
ß-глюкозидазы (-D-глюкозид глюкангидролазы, ЕС 
3.2.1.21), которые гидролизуют целлобиозу, высвобождая 
две молекулы глюкозы [5]. 

Таким образом, под термином «целлюлазы» по-
нимается группа ферментов, которые в совокупности 
обладают способностью катализировать гидролиз цел-
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люлозы до глюкозы. Полученная глюкоза затем может 
быть использована в качестве субстрата для получения 
многих продуктов брожения, включая этанол в качестве 
биотоплива второго поколения. При переходе к про-
мышленному получению целлюлаз остается нерешенной 
проблема повышения выхода ферментов и сбаланси-
рованности их состава для более полного расщепления 
целлюлозы до глюкозы, которая напрямую связана с 
повышением экономической эффективности процесса 
ферментативного гидролиза целлюлозы. Для решения 
указанной проблемы в настоящее время проводятся ис-
следования по повышению выхода ферментов при культи-
вировании известных продуцентов целлюлаз с помощью 
физиолого-биохимических подходов, а также проводится 
поиск новых продуцентов среди бактерий и актиномице-
тов. В тех странах, в которых налажено промышленное 
получение целлюлаз, в основном используются штаммы 
низших грибов, например, рода Trichoderma, которые 
характеризуются более сбалансированным составом 
целлюлаз для деструкции целлюлозы. 

В 1980–1990-е годы в СССР проводились ак-
тивные работы по получению мутантных штаммов гриба 
Trichoderma viride с высокой целлюлолитической актив-
ностью [5]. Наиболее активные штаммы Trichoderma 
viride 44 и 13/10 были переданы на хранение в цен-
тральный музей микроорганизмов ВНИИгенетика под 
регистрационными номерами F-105 и F-120. 

В доперестроечный период в лаборатории био-
химии и биотехнологии Института биологии ФИЦ 
Коми НЦ УрО РАН совместно с ВНИИгенетика и 
Институтом биохимии им. А.Н. Баха АН СССР были 
проведены многолетние исследования по регуляции 
синтеза внеклеточных целлюлаз в культуре Trichoderma 
viride обоих штаммов и получению глюкозных сиропов 
ферментативным гидролизом мелкого волокна, отхода 
бумагоделательных машин Сыктывкарского лесопро-
мышленного комплекса (ЛПК), в результате чего была 
создана комплексная малоотходная технология биокон-
версии целлюлозы в глюкозу [1, 4]. В связи с ростом 
интереса международного научного сообщества к исполь-
зованию ферментативных технологий для превращения 
лигноцеллюлозной биомассы в сбраживаемые сахара 
как ключевой стадии получения биотоплива второго 
поколения, в последние годы нами были возобновлены 
исследования по получению высокоактивных фермент-
ных препаратов целлюлаз и целлюлозного этанола с 
использованием лигноцеллюлозных древесных отходов, 
утилизация которых в Республике Коми представляет 
собой актуальную проблему.

Цель настоящей работы заключалась в исследова-
нии особенностей продуцирования целлюлаз культурами 
двух промышленных штаммов Trichoderma viride, 44 
и 13/10 в процессе их глубинного культивирования в 
среде Чапека после длительного, 25-летнего хранения в 
научной коллекции. 

Материалы и методы

Объектами исследования являлись два штамма 
мицелиального гриба Trichoderma viride 44 и 13/10. 
Культуры грибов поддерживали в течение 30 лет на 
скошенном сусло-агаре при температуре +4 °С. Дли-
тельные пересевы грибов проводились примерно через 
каждые 3–6 месяцев. 

Для получения посевного материала использовали 
по 10 мл споровых суспензий Trichoderma viride 44 и 
T. viride 13/10 в стерильной дистиллированной воде, 
полученные путем смыва со скошенного сусло-агара. 
Посевной материал получали путем глубинного куль-
тивирования грибов в колбах Эрленмейера с рабочим 
объемом среды Чапека 100 мл при перемешивании (120 
об/мин) и комнатной температуре. Состав среды Ча-
пека (г/л): NaNO3 – 2,0; KH2PO4 – 1,0; KCl – 0,5; 
MgSO4×7H2O – 0,5; FeSO4×7H2O – 0,01. В качестве 
посевного материала использовали 4-суточную культуру 
штамма 44 и 8-суточную культуру штамма 13/10, вы-
ращенные в среде Чапека с 3% глюкозы. 

Засев опытных колб проводили в расчете 10 мл 
посевного материала на 100 мл среды. Культуры вы-
ращивали в колбах Эрленмейера с объемом питательной 
среды 100 или 200 мл при комнатной температуре при 
перемешивании с использованием шейкера S 3.02 10/20 
M при 120 об/мин. Для исследования особенностей про-
дуцирования целлюлаз грибы культивировали в среде 
Чапека в течение 14 суток. В качестве источников угле-
рода использовали лактозу (3%), микрокристаллическую 
целлюлозу (1% МКЦ), глюкозу (3%). Исходное значе-
ние рН среды было 5,0 без дальнейшего регулирования. 

Общую целлюлазную активность по осахариванию 
фильтровальной бумаги (АФБ) определяли по методу 
Родионовой с соавт. [3]. Полоски бумаги Ватман № 1 раз-
мером 1×6 см помещали в 2 стеклянные пробирки, в которые 
добавляли 1 мл 0,05 М натрий-ацетатного буфера (рН=5,0) 
и 1 мл соответствующе разбавленного ферментного раствора 
(культуральной жидкости). Пробирки инкубировали в во-
дяном термостате при 50 °С в течение 1 часа, после чего из 
каждой пробирки отбирали по 1 мл раствора и определяли в 
них редуцирующие сахара по методу Шомоди – Нельсона 
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[10, 12]. Калибровочный график строили по D-глюкозе. За 
одну единицу АФБ принимали такое количество фермента, 
которое освобождает при данных условиях из фильтро-
вальной бумаги 1 мкмоль эквивалентов глюкозы за 1 час. 
АФБ выражается числом указанных единиц в 1 мл раствора 
фермента (культуральной жидкости). 

Карбоксиметилцеллюлазную активность (КМЦ-аза) 
определяли по накоплению редуцирующих сахаров после 10 
мин инкубации 1 мл водного раствора фермента (культураль-
ной жидкости) при 50 °С с 1 мл 1%-ного раствора натриевой 
соли карбоксиметилцеллюлозы (Na-КМЦ) в 0,05 М на-
трий-ацетатном буфере (рН=5,0). После этого из каждой 
пробирки отбирали по 1 мл раствора и определяли в них 
образовавшиеся редуцирующие сахара по методу Шомоди – 
Нельсона. Калибровочный график строили по D-глюкозе. За 
единицу активности КМЦ-азы принимали такое количество 
фермента, которое освобождает из Na-КМЦ при данных 
условиях 1 мкмоль эквивалентов глюкозы за 1 час. КМЦ-
азная активность выражается числом указанных единиц в 1 
мл раствора фермента (культуральной жидкости). 

Удельную активность ферментов рассчитывали как 
отношение активности фермента (ед/мл) к концентрации 
белка в растворе (мг/мл), определенной по методу Лоури 
[8]. В качестве стандарта использовали бычий сыворо-
точный альбумин. Удельную активность ферментов также 
рассчитывали как отношение активности фермента (ед/
мл) к весу сухой биомассы грибной культуры (мг/мл).

Рост культуры контролировали по весу сухой био-
массы. Биомассу грибов определяли весовым методом путем 
фильтрования проб культуральных бульонов двух штаммов 
T. viride через бумажные фильтры на воронке Бюхнера и вы-
сушивания фильтров с биомассой при 60 °С до постоянного 
веса. Из-за технических трудностей не была определена 
удельная АФБ и КМЦ-азная активность по сухой биомассе 
при выращивании культуры на среде с МКЦ  в виду невоз-
можности отделения биомассы от непрореагированой МКЦ.

При обработке данных вычисляли среднее ариф-
метическое значение и среднеквадратичное отклонение 
с использованием компьютерных программ «Биостат» 
(версия 4.03) и Microsoft Office Excel 2007.

Результаты и обсуждение 

Продуцирование целлюлазы (АФБ) мицели-
альным грибом Trichoderma viride. Проведен 14-су-
точный эксперимент по глубинному культивированию 
двух штаммов мицелиального гриба Trichoderma viride: 
ВКПМ F-44 и ВКПМ F-13/10, для сравнительного 
изучения продуцирования ими ферментов целлюлаз.

В процессе культивирования в колбах двух штам-
мов T. viride в среде Чапека с разными источниками 
углерода (3%-ная лактоза, 1%-ная МКЦ, 3%-ная 
глюкоза) были отобраны пробы культуральных бульонов 
для определения веса сухой биомассы гриба и анализа 
культуральной жидкости на общую целлюлазную актив-
ность по осахариванию фильтровальной бумаги (АФБ) 
– на нерастворимой целлюлозе (фильтровальная бумага) 
и на карбоксиметилцеллюлазную активность (КМЦ-
аза) – на растворимой целлюлозе (КМЦ) , а также на 
содержание белка по Лоури. 

С помощью фильтрования через бумажные филь-
тры на воронке Бюхнера проб культуральных бульонов 
двух штаммов T. viride (исходные, 3, 4, 6, 7, 10, 14 суток 
роста) получены культуральные жидкости и определена 
сухая биомасса гриба в процессе роста. В полученных 
культуральных жидкостях определены АФБ, КМЦ-
азная активность и содержание белка. 

На рисунке 1 представлена динамика роста 
штаммов T. viride 44 и 13/10 в среде Чапека с 3%-ной 
лактозой и с 3%-ной глюкозой. 

Как видно из рисунка 1, наиболее активным ро-
стом, по сравнению со штаммом 44, обладает штамм 
13/10. Сухая биомасса штамма 13/10 при росте на 
глюкозе и лактозе достигает 7,7–12,0 г/л, у штамма 
44 – 6,8–7,1 г/л. Период активного, экспоненциаль-
ного роста обоих штаммов заканчивается через 6 суток 
культивирования, и обе культуры плавно переходят в 
стационарную фазу роста. 

Штамм 13/10 продуцирует больше целлюлаз по 
сравнению со штаммом 44. АФБ штамма 13/10 при 
росте на лактозе достигает 1,9–2,3 ед/мл, при росте на 
МКЦ – 0,14–0,17 ед/мл (рис. 2). 

Рис. 1. Динамика роста (г/л) штаммов Trichoderma 
viride 44 и 13/10 при культивировании в среде Чапека 
с 3%-ной лактозой и с 3%-ной глюкозой
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Рис. 2. АФБ (ед/мл) штаммов Trichoderma viride 44 
и 13/10 при культивировании в среде Чапека с 3%-ной 
лактозой и с 1%-ной МКЦ

Удельная АФБ по белку при росте на 1% МКЦ у 
обоих штаммов по сравнению с ростом на 3%-ной лактозе 
существенно ниже. 

Рис. 3. Удельная АФБ (ед/мг белка) штаммов 
Trichoderma viride 44 и 13/10 при культивировании в 
среде Чапека с 3%-ной лактозой и с 1%-ной МКЦ

Как видно из рисунка 3, наибольшей удельной АФБ 
по белку обладает штамм 13/10 при росте на 3%-ной лак-
тозе – 24,1 ед/мг белка через 10 суток роста. У штамма 44 
при росте на 3%-ной лактозе через 4 суток роста удельная 
АФБ по белку немного ниже и составляет 17,1 ед/мг белка, 
и далее в процессе роста она снижается до 1,2 ед/мг белка. 

Наибольшей удельной АФБ по биомассе при ро-
сте на 3%-ной лактозе обладает штамм 13/10, при этом 
данная активность в процессе роста культуры плавно на-
растает и к 14 суткам культивирования достигает 0,3 ед/
мг с.б. (рис. 4). Удельная АФБ по сухой биомассе при 
росте на МКЦ не определялась по причине, изложенной 
выше в экспериментальной части.

Напротив, у штамма 44 наибольшая удельная АФБ по 
биомассе наблюдается к 4-м суткам роста – 0,19 ед/мг с.б., 
далее снижается и в конце опыта составляет 0,05 ед/мг с.б. 

Рис. 4. Удельная АФБ (ед/мг с.б.) штаммов 
Trichoderma viride 44 и 13/10 при культивировании в 
среде Чапека с 3%-ной лактозой

Продуцирование карбоксиметилцеллюлазы 
(КМЦ-аза) мицелиальным грибом Trichoderma 
viride. Была определена способность штаммов T. viride 
44 и 13/10 продуцировать КМЦ-азы (карбоксиметил-
целлюлазы) – ферменты, катализирующие гидролиз 
растворимой формы целлюлозы – натриевой соли 
карбоксиметилцеллюлозы (Na-КМЦ). Для этого обе 
культуры выращивали в среде Чапека, содержащей в 
качестве источника углерода и индуктора биосинтеза 
целлюлаз 3%-ную лактозу и 1%-ную МКЦ. 

На рисунке 5 представлены данные по образова-
нию КМЦ-азы штаммами T. viride 44 и 13/10 при росте 
на 3% лактозе и 1% МКЦ. 

Рис. 5. КМЦ-азная активность (ед/мл) штаммов 
Trichoderma viride 44 и 13/10 при культивировании в 
среде Чапека с 3%-ной лактозой и с 1%-ной МКЦ

В процессе роста штаммов количество КМЦ-азы 
увеличивается и наибольшая активность фермента обна-
руживается у штамма 13/10 как на 3%-ной лактозе (7,2 
ед/мл через 14 суток), так и на 1%-ной МКЦ (6,5 ед/мл 
через 14 суток). КМЦ-азная активность штамма 44 при 
росте на обоих источниках углерода существенно ниже и 
не превышает 1,7 ед/мл при росте на 3%-ной лактозе.

А.А. Шубаков и др., с. 48–54
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Аналогичные закономерности сохраняются у обоих 
штаммов как в отношении удельной активности КМЦ-
азы по белку (рис. 6), так и в отношении удельной актив-
ности КМЦ-азы по сухой биомассе (рис. 7). 

Рис. 6. Удельная КМЦ-азная активность по белку (ед/
мг белка) штаммов Trichoderma viride 44 и 13/10 при 
культивировании в среде Чапека с 3%-ной лактозой и 
с 1%-ной МКЦ

 
Рис. 7. Удельная КМЦ-азная активность по биомассе 
(ед/мг с.б.) штаммов Trichoderma viride 44 и 13/10 при 
культивировании в среде Чапека с 3%-ной лактозой

Как видно из рисунка 6, удельная КМЦ-азная 
активность по белку штамма 13/10 в процессе культи-
вирования увеличивается и к 14 суткам роста достигает 
50,2 ед/мг белка (на 1%-ной КМЦ) и 48,3 ед/мг белка 
(на 3%-ной лактозе). Удельная КМЦ-азная активность 
штамма 44 ниже и к 4-м суткам роста она максимальная 
– 20,7 ед/мг белка (на 1%-ной КМЦ) и 13,5 ед/мг 
белка (на 3%-ной лактозе). 

Что касается удельной активности КМЦ-азы 
по биомассе (см. рис. 7), то наибольший ее уровень 
определяется у штамма 13/10 – 0,94 ед/мг с.б. через 
14 суток роста. 

Удельная активность КМЦ-азы по биомассе штамма 
44 при росте на лактозе в три раза ниже и к 14 суткам роста 
составляет 0,26 ед/мг с.б. Удельная активность КМЦ-азы 
по биомассе при росте на МКЦ не определялась по причине, 
изложенной выше в экспериментальной части.

Заключение

Известно, что синтез грибных целлюлаз регулиру-
ется как индукцией, так и репрессией конечным продук-
том – глюкозой [7, 9]. Целлюлолитическая активность 
грибов может варьировать в зависимости от среды, а так-
же от условий культивирования. Следовательно, выбор 
подходящих стратегий ферментации является ключевым 
фактором для принятия решения об эффективности гриба 
с точки зрения продукции целлюлазы [11]. Продукцию 
целлюлазы можно положительно регулировать, исполь-
зуя целлюлозу в составе среды, в то время как целлюлаза 
отрицательно регулируется глюкозой и целлобиозой [6]. 

Ранее в лаборатории биохимии и биотехнологии 
Института биологии ФИЦ Коми НЦ УрО РАН была 
показана возможность использовании непровара (сучковой 
целлюлозы – трудно расщепляемого побочного продукта 
бумажного производства) и лигнифицированного остатка 
после ферментативного гидролиза целлюлозы в качестве эф-
фективных индукторов биосинтеза целлюлаз. Доступность 
целлюлозы и ее деструкция под действием ферментов в этих 
субстратах затруднена, поэтому в среде значительно пони-
жен стационарный уровень продукта гидролиза – глюкозы, 
являющейся катаболическим репрессором. Предложенный 
способ позволяет повысить выход целлюлаз в 1,5–4 раза, 
при этом заменить субстрат свекловичный жом, имеющий 
кормовое значение, дешевыми отходами бумажного произ-
водства (непровар) или непрогидролизованными остатками 
лигноцеллюлозы после ферментативного гидролиза [1]. 
Использование отходов после ферментативного гидролиза 
целлюлозы в качестве источника углерода и индуктора 
биосинтеза целлюлаз позволяет, кроме того, вовлечь этот 
отход в производство и сделать технологию биоконверсии 
целлюлозы малоотходной. 

Нами исследованы особенности продуцирования 
целлюлаз культурами двух промышленных штаммов T. viride 
44 и 13/10 в процессе их глубинного культивирования на 
среде Чапека после длительного (25 лет) хранения штаммов 
в коллекции. Установлено, что наиболее активным ростом 
в среде Чапека с лактозой и с микрокристаллической цел-
люлозой (МКЦ) в качестве индукторов обладает штамм 
13/10. Штамм 13/10 продуцирует больше целлюлаз по 
сравнению со штаммом 44. При росте на 3%-ной лактозе 
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и на 1%-ной МКЦ общая целлюлазная активность по оса-
хариванию фильтровальной бумаги (АФБ) штамма 13/10 
составляет соответственно 1,9–2,3 ед/мл и 0,14–0,17 ед/
мл. Ниже уровень АФБ у штамма 44. В процессе роста 
штаммов карбоксиметилцеллюлазная активность (КМЦ-
аза) увеличивается и наибольшая активность фермента 
обнаруживается у штамма 13/10 как на 3%-ной лактозе 
(7,2 ед/мл), так и на 1%-ной МКЦ (6,5 ед/мл). КМЦ-
азная активность штамма 44 при росте на обоих источниках 
углерода существенно ниже и не превышает 1,7 ед/мл при 
росте на 3%-ной лактозе.

Таким образом, активности ферментов целлюлазного 
комплекса двух исследованных штаммов после длительного 
хранения в коллекции снизились по сравнению с активностя-
ми у исходных штаммов. Поскольку условия, при которых 
были определены активности ферментов у изучаемых штам-
мов T. viride до и после их длительного хранения в коллек-
ции, отличались, не представляется возможным сравнить 
абсолютные значения этих величин. Однако можно сделать 
заключение, что штамм 13/10 может быть рекомендован 
для использования в сельском хозяйстве для осахаривания 
соломы и других сельскохозяйственных отходов, а также 
найти применение в промышленной биотехнологии для полу-
чения целлюлаз для ферментативного гидролиза целлюлозы 
с целью получения сахаров и биотоплива. 

Исследования выполнены по теме НИР Ин-
ститута биологии ФИЦ Коми научного центра УрО 
РАН № гос. регистрации АААА-А17-117121270025-1.
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The features of cellulase production by Trichoderma viride ARCIM F-44 and ARCIM F-13/10 cultures during their submerged 
cultivation on Czapek’s medium after long-term (25 years) storage of strains in the collection were studied. It was shown that the most 
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Представлен обзор отечественной литературы, посвященный вопросам получения твердых форм лекарственных бакте-
риофагов. Проанализированы сведения Государственного реестра лекарственных средств (ГРЛС) в Российской Федерации, 
(по состоянию на середину 2021 г.) о зарегистрированных препаратах с группировочным (химическим) наименованием – 
«бактериофаг в твердой лекарственной форме», – и дана их характеристика. Рассмотрены данные о качественном и количе-
ственном составе вспомогательных веществ, используемых при высушивании, получении таблеток и капсул. На ряде примеров 
показано влияние технологических параметров процессов получения твердых форм лекарственных бактериофагов на качество 
препаратов. Подтверждено, что получение лекарственных бактериофагов в твердой форме минимизирует воздействие на них 
кислой среды желудка. Осуществленное изучение информации научной и патентной периодики дает возможность принять 
во внимание воздействие изложенных в статье факторов при создании технологии изготовления лечебных бактериофагов.
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Введение

Первые упоминания о применении бактериофагов 
как лечебных препаратов относятся к двадцатым годам 
прошлого века, когда французский микробиолог Ф. 
д›Эрелль впервые применил бактериофаги для лечения 
бубонной чумы в Египте [5].

В нашей стране бактериофаги были впервые мас-
сово использованы в экстренных ситуациях, вызванных 
вспышками бактериальных инфекций в конце 1930-х 
годов. В 1938 г. в нескольких районах Афганистана, 
граничащих с территорией СССР, разразилась эпидемия 
холеры. Чтобы предупредить распространение этого 
тяжелейшего бактериального заболевания, было решено 
использовать на пограничных территориях холерный 
бактериофаг. Фаговый препарат давали местному на-
селению, добавляли в колодцы и водоемы. В итоге на 
советской территории не было зарегистрировано ни 
одного случая заболевания холерой [21].

В ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» с 1993 по 
2003 гг. производился лечебный стафилококковый бак-
териофаг в виде раствора для приема внутрь. На данный 
момент выпускаются только диагностические чумные, 
холерные и псевдотуберкулезный бактериофаги в форме 
лиофилизата. Между тем все возрастающий интерес 
к замене антибиотикотерапии фаготерапией, а также 
существующие технологические мощности для органи-
зации производства лечебных бактериофагов дали нам 
основания обобщить отечественный опыт приготовления 
твердых форм лекарственных бактериофагов.

Анализ отечественного опыта приготовления 
твердых форм лекарственных бактериофагов

Первое упоминание о получении бактериофагов в 
твердой лекарственной форме, согласно имеющимся у нас 
данным, относится к середине 1940-х годов и описан в 
авторском свидетельстве СССР 64612 [23]. Согласно 
ему, фаголизат стерилизуют со средой выращивания при 
40 °С в атмосфере хлороформа, смешивают с нормальной 
лошадиной сывороткой и карамелизированным крахма-
лом, смесь высушивают при 37–40 °С и таблетируют.

В России и странах СНГ препараты бактериофа-
гов применяют для профилактики и лечения: инфекцион-
ных поражений желудочно-кишечного тракта (дизенте-
рия, брюшной тиф, сальмонеллез, дисбактериоз и др.); 
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гнойно-воспалительных заболеваний глаз, ушей, носа, 
ротовой полости, горла, легких (отит, ангина, фарингит, 
стоматит, пародонтит, конъюнктивит, гайморит, фронтит, 
пневмония и др.); хирургических инфекций (обработка 
послеоперационных и гноящихся ран, гнойные поражения 
кожи, перитонит и др.); ожоговых ран; урогенитальных 
инфекций (цистит, пиелонефрит, вульвит и др.) и других 
заболеваний [17].

Традиционной формой выпуска бактериофагов 
является жидкий препарат (кроме таблетированных 
форм кишечных фагов), поэтому фаги используют 
для приема через рот, в виде клизм, аппликаций, 
орошений, введения в полости ран, вагины, матки, 
носа, а также путем введения в дренированные по-
лости – брюшную, плевральную, мочевого пузыря, 
почечной лоханки. Однако, поскольку при приеме 
жидких препаратов через рот происходит частичная 
инактивация бактериофагов кислой средой желудка, 
целесообразно выпускать препараты бактериофагов в 
таблетках и суппозиториях [17]. 

Следует сказать о том, что, по данным ГРЛС, 
твердые лекарственные формы производятся только в 
виде таблеток и представлены двумя наименованиями:

1. Бактериофаг сальмонеллезный групп ABCDE 
является таблеткой с кислотоустойчивым покрытием и 
представляет собой биофармацевтическую композицию 
следующего состава (на 1 таблетку). Действующее ве-
щество: лиофилизированные очищенные бактериофаги, 
обладающие литической активностью в отношении 
бактерий рода Salmonella (с активностью по Аппель-
ману) гр. А – S. paratyphi А, гр. В – S. paratyphi В; 
S. heidelberg; гр. С – S. newport; S. choleraesuis, S. 
oranienburg, S. infantis; гр. D – S. dublin, S. enteritidis; 
гр. E – S. anatum, S. newlands – не менее 10-3; гр. В – 
S. typhimurium не менее 10-4 – 6,3 мг. Вспомогательные 
вещества: кальция глюконат – 56,3 мг, декстрозы моно-
гидрат – 5,8 мг, пектин – 5,0 мг, лактозы моногидрат 
– 11,2 мг, молоко обезжиренное (сухой остаток) – 11,4 
мг, тальк – 3,0 мг, кальция стеарат – 1,0 мг.

2. Бактериофаг дизентерийный поливалентный 
является таблеткой с кислотоустойчивым покрытием и 
представляет собой биофармацевтическую композицию 
следующего состава (на 1 таблетку). Действующее ве-
щество: лиофилизированные очищенные бактериофаги, 
обладающие литической активностью в отношении бак-
терий рода Shigella (с активностью по Аппельману) S. 
flехпеri 1, 2, 3, 4 серотипов – не менее 10-7, S. flехпеri 6 
серотипа – не менее 10-4; S. sоппеi – не менее 10-6 – 6,3 
мг. Качественно-количественный состав вспомогатель-

ных веществ аналогичен бактериофагу сальмонеллезному 
групп ABCDE.

Ряд аспектов производства таблетированных 
бактериофагов раскрыт в научной периодике и патент-
ных документах. Так, еще в 1965 г. специалистами 
Тбилисского НИИ вакцин и сывороток запатентован 
способ получения сухого бактериофага [18]. В реак-
торах из нержавеющей стали готовили поливалентный 
фаголизат из дизентерийных микробов основных видов 
и соответствующего фага. После добавления консерванта 
хинозола до концентрации 0,01% нативный дизенте-
рийный бактериофаг фильтровали и заливали в реактор 
осаждения, в который добавляли сульфат аммония до 
полного насыщения раствора. После тщательного пере-
мешивания доводили pH среды до значения 6,9–7,0 и 
выдерживали при температуре 2–10 °С в течение 10 ч. 
Образовавшийся осадок концентрированного фага от-
деляли фильтрованием через миткалевое полотно. Из 
1 л жидкого фага получали 10 г сырой массы, к которой 
добавляли стабилизатор (глюконат кальция в количестве 
9% от основного вещества), тщательно растирали, на-
носили тонким слоем на кюветы или лотки, замораживали 
и лиофильно высушивали в течение 24 ч.  Для лучшего 
снятия массы с кювет внутреннюю поверхность по-
следних рекомендовали смачивать 1%-ным раствором 
стеарина в эфире. Перед таблетированием сухой порошок 
бактериофага просеивали через сито и добавляли к нему 
таблеточный наполнитель (глюкоза, глюконат кальция, 
тальк и стеарин).

Имеются сведения о производимом ранее бактери-
офаге брюшнотифозном, представляющем собой филь-
трат фаголизата сальмонелл брюшного тифа в таблетках, 
покрытых оболочкой. Консервант хинозол в концентра-
ции 0,06 мг/мл, стабилизаторы – кальция глюконат и 
молоко сгущенное обезжиренное; наполнители – тальк, 
глюкоза и кальция стеарат [3]. Также имеются сведения 
об желудочно-резистентных таблеточных составах бак-
териофагов без оболочки с пектином [20]. Однако, по 
утверждению исследователей [10], они пригодны только 
для стабильных видов бактериофагов (брюшнотифозный, 
дизентерийный) и не обеспечивают стабильность компо-
нентов ряда бактериофагов из-за кислой среды пектина.

В Уфимском НИИ вакцин и сывороток раз-
работана технология производства лечебно-профилак-
тических препаратов очищенного концентрированного 
стафилококкового бактериофага [19]. Полуфабрикаты 
стафилококкового бактериофага, полученные после 
реакторного культивирования были очищены и скон-
центрированы методом ионообменной хроматографии 
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на ДЭАЭ-целлюлозе и баромембранными методами. 
С целью сохранения литической активности концентра-
тов фага в процессе лиофилизации, таблетирования и 
хранения были изучены способы их стабилизации раз-
личными средами и стабилизаторами (средой Файбича, 
сгущенным обезжиренным стерилизованным молоком, 
сухим обезжиренным стерилизованным молоком). Для 
получения сухих препаратов фага проводили лиофи-
лизацию концентратов с литической активностью 10-10 
на сублимационной сушильной установке ТГ-15-6. В 
этих целях очищенный стерильный концентрат фага со 
стабилизатором помещали в кассеты по 0,5 л. Затем 
сырую массу замораживали при минус (40±2) °С в 
течение 18±2 ч. Замороженную массу высушивали в 
течение 42±2 ч. Лучшую сохраняемость литической 
активности фага, как при лиофилизации, отмечали при 
использовании в качестве стабилизатора сухого обез-
жиренного молока. Высушенные концентраты фагов 
таблетировали, используя традиционные наполнители. 
Таблетирование осуществляли прессованием на табле-
точной машине роторного типа. Вес таблеток составлял 
0,1 и 0,2 г. Таблетки покрывали кислотоустойчивой обо-
лочкой из ацетилфталилцеллюлозы. Препарат фасовали в 
20 мл флаконы по 50 или 100 таблеток или в блистерную 
упаковку по 50 шт. Лучшей сохраняемостью литической 
активности при длительном хранении обладала сухая 
форма препарата фага, полученная после концентриро-
вания фага на ДЭАЭ-целлюлозе. Препараты обладали 
высокой литической активностью и были стабильны при 
длительном хранении (в течение 1 года).

В научной литературе имеется довольно большое 
количество работ, посвященных разработке бактерио-
фагов, выполненных в НИИ эпидемиологии и микро-
биологии им. Г.Н. Габричевского. Однако, что касается 
технологии твердых лекарственных форм, мы нашли 
упоминание о них всего в 2 патентах на изобретение [1, 
24]. При этом в описании данных документов, к сожа-
лению, нет информации, представляющей интерес для 
целей монографии.

Большой цикл работ по получению твердых ле-
карственных форм бактериофагов представлен работами 
специалистов Пермской государственной фармацевтиче-
ской академии и Пермского НПО «Биомед».

В патенте РФ 2241446 [22] раскрыта фарма-
цевтическая композиция таблеток с кислотоустойчивым 
покрытием, содержащая бактериофаги с наполнителем 
в виде дозированных лекарственных форм и допол-
нительно содержащая водорастворимые полимеры и 
сахара. При этом в качестве водорастворимых поли-

меров использованы производные целлюлозы, или по-
ливинилпирролидоны низко- или среднемолекулярные, 
или полиэтиленгликоли с молекулярной массой 4000 
или 6000, или натрия альгинат, а из сахаров – лактоза 
и(или) маннит, а в качестве производных целлюлозы 
использованы натриевая соль карбоксиметилцеллюлозы, 
или оксипропилметилцеллюлоза, или оксипропилцеллю-
лоза. Фармацевтическая композиция содержит вещества 
в следующем соотношении ингредиентов, массовые %: 
кальция карбонат – 70,0–85,0; лактоза и(или) маннит 
– 5,0–15,0; полимер водорастворимый – 0,1–1,0; кар-
боксиметилкрахмал – 1,0–4,0; микрокристаллическая 
целлюлоза – 2,0–8,0; магния или кальция стеарат – 
0,25–1,0. Авторами показана применимость названной 
композиции для производства бактериофагов клебсиелл 
и сальмонелл, дизентерийного бактериофага и секстафага 
(пиобактериофага).

Разработана технология производства таблети-
рованной лекарственной формы бактериофага «Сек-
стафаг», предназначенного для пероральной фаготе-
рапии инфекционных заболеваний [9, 11]. Основные 
результаты были следующие. В результате изучения 
влияния вспомогательных веществ (всего в эксперимен-
тах использовалось 18 наименований) на стабильность 
секстафага подобрана оптимальная композиция состава 
таблеток (метилцеллюлоза : сорбит : лактоза : кальция 
карбонат : натрия альгинат в соотношении 3:10:25:55:7 
соответственно). Выявлено, что предварительная стаби-
лизация бактериофагов в фармацевтической композиции 
метилцеллюлозой, сорбитом и лактозой с последующим 
добавлением остальных наполнителей значительно повы-
шает активность фагов в таблетированном препарате; при 
этом сохранение литической активности бактериофагов 
в таблетках обеспечивает высушивание полуфабриката 
с соотношением бактериофага и наполнителей от 1,1:1 
до 1,25:1 с последующим размолом. В результате из-
учения влияния массы таблетки на кислотоустойчивость 
установлено, что таблетки массой более 150 мг облада-
ли большей желудочной резистентностью. Показана 
предпочтительность производства препарата в форме 
двояковыпуклых таблеток диаметром 7 мм в сравнении 
с плоскоцилиндрическими. Подобран оптимальный 
диапазон давления прессования, который составил от 
80 до 160 МПа. Результаты изучения фармакокинетики 
жидкого и таблетированного препаратов при пероральном 
пути введения выявили преимущества таблетированной 
лекарственной формы. 

Продолжением вышеописанных исследований 
являлась разработка технологии производства таблети-
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58

Вестник биотехнологии, 2021, Т. 17, № 4

рованной лекарственной формы поливалентных бактери-
офагов [12, 15]. Ими решена задача создания желудоч-
но-резистентных таблеток бактериофагов без оболочки с 
высокой литической активностью (для комплексного пре-
парата «Секстафаг» (пиобактериофаг поливалентный) 
и бактериофага сальмонеллезного гр. A, B, C, D, E). 
Данный результат был достигнут за счет подбора био-
фармацевтической композиции (наполнители, массовые 
%: метилцеллюлоза – 0,5–4,0; лактоза – 5,0–25,0; 
сорбит – 5,0–15,0; кальция карбонат – 55,0–75,0; 
натрия альгинат – 5,0–12,0; кальция или магния стеа-
рат – 0,25–1,0 и бактериофаги с титром по Аппельману 
не менее 10-3 с соотношением от 1:1 до 1,25:1) и ряда 
технологических приемов. Технологические особенности 
были следующие. К стерильным фаголизатам бактерий 
с титром по Аппельману не менее 10-3 добавляли стаби-
лизатор (метилцеллюлозу, сорбит и лактозу) до полного 
растворения. В этот гелеобразный раствор вносили смесь 
кальция карбоната с натрия альгинатом, перемешивали 
до состояния гомогенной пастообразной массы. Соот-
ношение наполнителей и фага 1:1,2. Полученную массу 
разливали в кассеты, замораживали в течение 24 ч при 
температуре минус 50±2 °С, сублимационно высушивали 
в аппарате LZ 45-27 в течение 46±2 ч до температуры 
35±3 °С и ПМВ 2–4%. Сухую массу гранулировали 
через сито с размером отверстий 1 мм, опудривали каль-
ция или магния стеаратом и прессовали под давлением 
120–160 МПа в таблетки диаметром 7 мм двояковы-
пуклой формы массой 0,16–0,2 г (в зависимости от 
соотношения наполнителей и бактериофага). 

Также представлены данные по изучению 
влияния технологических факторов на показатели 
качества таблеток на основе лиофилизированного 
сальмонеллезного бактериофага [6]. Анализ техноло-
гических свойств гранулятов по параметрам насыпная 
плотность, сыпучесть, коэффициент вибрационного 
уплотнения, индекс Hausner, индекс Сarr’s показал, 
что фракционный состав гранул должен содержать не 
более 33% пылевидной фракции (0,25 мм и менее). 
Гранулят независимо от фракционного состава обладал 
упруго-пластичными свойствами, характеризующими 
прочность таблеток. Изучено влияние давления прес-
сования таблеток лиофилизированной композиции с 
сальмонеллезным бактериофагом на показатели проч-
ность на раздавливание и распадаемость кишечнора-
створимых таблеток. Установлено оптимальное давление 
прессования таблеток в пределах 60 МПа гранулятов 
с содержанием массовой долей пылевидной фракции 
(0,25 мм и менее) не более 33%.

Разработана технология капсулированной ле-
карственной формы Секстафаг® [7]. Для разработки 
ЛП Секстафаг® капсулы, использовалась субстанция 
– жидкий комбинированный поливалентный бактери-
офаг Секстафаг® (Пиобактериофаг поливалентный), 
представляющий смесь фильтратов фаголизатов бакте-
рий Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Proteus (Р. 
vulgaris, P. mirabilis), P. aeruginosa, K. pneumoniae, 
энтеропатогенных E. coli. В качестве вспомогательных 
веществ использовали метилцеллюлозу, сорбит, лактозу 
(молочный сахар), кальция карбонат, натрия альгинат, 
пектин яблочный, магния стеарат, капсулы твердые же-
латиновые (Capsugel, Бельгия, № 2).

Разработка препарата включала в себя подбор 
фармацевтической композиции, отвечающей техноло-
гическим и биофармацевтическим требованиям. Техно-
логические требования для гранулята были следующие: 
однородность массы дозирования, % – ±10; уплотненная 
насыпная плотность, кг/м3, – 600–650; сыпучесть, 
г/с – не менее 2; угол естественного откоса, градусы 
– не более 45. Биофармацевтические требования для 
готовой лекарственной формы были следующие: лити-
ческая активность, титр – не менее 10-3; желудочная 
резистентность титр – не менее 10-2; распадаемость, 
мин – не более 30. В результате была обоснована сле-
дующая композиция, расфасованная в капсулы при сле-
дующем соотношении компонентов, мас.%: бактериофаг 
Секстафаг® – 1,5–3,0; метилцеллюлоза – 5,0–35,0; 
лактоза – 2,5–5,0; сорбит – 50,0–75,0; кальция кар-
бонат – 0,5–4,5; натрия альгинат – 0,5–15,0; пектин 
– 0,25–1,0; кальция или магния стеарат – 0,25–1,0.

В качестве примера получения препарата описаны 
следующие технологические приемы. Стерильные филь-
траты фаголизатов бактериофагов с титром не менее 10-5 
концентрировали в 10–100 раз с помощью мембранной 
ультрафильтрации до титра по Аппельману не менее 
10-6. Затем полученные концентраты подвергали стери-
лизующей фильтрации через микропористые мембраны 
(капсулы) с размером пор 0,45–0,2 мкм. Целевые до-
бавки перед введением в бактериофаг предварительно 
стерилизовали в сушильно-стерилизационном шкафу. 
К концентрированному бактериофагу добавляли смесь 
метилцеллюлозы 3,0 г, сорбита 5,0 г и лактозы 30,0 г. 
После получения гомогенной гелеобразной массы добав-
ляли смесь кальция карбоната 52,0 г, натрия альгината 
4,0 г и пектина 2,0 г. После гомогенизации полученную 
густую пастообразную массу выкладывали в кассеты, 
накрывали стерильной тканью и высушивали в субли-
мационной установке до ПМВ 1–4%. Сухую массу 
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гранулировали, опудривали стерильной массой целевых 
добавок (вспомогательных антифрикционных веществ 
1,0 г магния стеарата (или кальция стеарата), тщательно 
перемешивали и расфасовывали в капсулы.

По вышеназванным процедурам были также полу-
чены комплексный поливалентный бактериофаг «Инте-
сти-бактериофаг», представляющий собой смесь стериль-
ных очищенных фаголизатов бактерий Staphylococcus 
spp., Enterococcus spp., Proteus spp., Pseudomonas 
aeruginosa, энтеропатогенных E. coli различных серо-
групп, Salmonella групп A,B,C,D, Shigella (Sh. flexneri 
1,2,3,4,6 сероваров, Sh. sonnei); бактериофаг сальмо-
неллезный групп A, B, C, D, E представляющий собой 
смесь стерильных фильтратов фаголизатов наиболее 
распространенных сальмонелл (гр. А – S. paratyphi А; 
гр. В – S. paratyphi В, S. typhimurium, S. heidelberg; гр. 
С – S. newport, S. choleraesuis, S. oranienburg, S. infantis; 
гр. D – S. dublin, S. enteritidis; гр. E – S. anatum, S. 
newlands); бактериофаг дизентерийный поливалентный, 
представляющий собой смесь стерильных фильтратов 
фаголизатов бактерий Shigella (Sh. flexneri 1, 2, 3, 4 и 6 
сероваров, Sh. sonnei) [13, 14].

В патенте РФ 2520346 раскрыты технологи-
ческие особенности ряда бактериофагов в таблетках с 
желудочно-резистентным покрытием (стафилококковый; 
дизентерийный; секстафага, представляющего собой 
смесь шести фагов: стафилококков, стрептококков, 
синегнойной палочки, кишечной палочки, клебсиелл и 
протея; сальмонеллезного) [2]. Следует отметить, что 
методические приемы для всех видов бактериофагов 
идентичны, поэтому рассмотрению подверглась техно-
логия приготовления стафилококкового бактериофага. К 
1,05 л фаголизата с титром по Аппельману не менее 10-7 
добавляют 0,006 кг полимера (например, МаКМЦ). 
После полного растворения полимера смесь соединяют 
с наполнителем из кальция карбоната и лактозы или 
маннита в соотношении 80:15 мас.ч. К 1 л фаголизата до-
бавляют 0,15–0,25 кг наполнителя. После тщательного 
перемешивания влажную массу выкладывают тонким 
слоем на дно кассеты, накрывают стерильной тканью и 
сушат в сублимационной установке при вакууме 7,0–15 
Па в течение 28–32 ч до ПМВ 3–4%. Массу проти-
рают через сито с размером отверстий 1 мм, соединяют 
со стерильной смесью технологических добавок из 
микрокристаллической целлюлозы, карбоксиметил-
крахмала, кальция или магния стеарата в соотношении 
3:1:1 – 4:2:1 из расчета 15–20% от таблетируемой сухой 
массы, тщательно перемешивают, прессуют в таблетки 
и покрывают желудочно-резистентной оболочкой. Одна 

таблетка массой 0,09–0,11 г эквивалентна 20 мл жидких 
бактериофагов стафилококков с титром не ниже 10-4 (по 
Аппельману). 

Изучены возможности микрокапсулирования 
клебсиеллезного бактериофага [8]. Был использован 
жидкий коммерческий препарат – клебсиеллезный бак-
териофаг, представляющий собой стерильный фильтрат 
фаголизата бактерий K. pneumoniae. Для получения 
микрокапсул бактериофаг предварительно концентри-
ровали в 100 раз с применением метода мембранной 
ультрафильтрации до минимального титра 10-7.

Получение микрокапсул осуществляли несколь-
кими способами. При перемешивании в дисперсионную 
среду вазелинового масла струйно добавляли раствор 
клебсиеллезного бактериофага в виде биополимерного 
гидрогеля на основе натрия альгината, который диспер-
гировался на капельки различной величины. К эмульсии 
добавляли сшивающий агент (порошок кальция хлорида), 
в результате происходило отверждение оболочки микро-
капсул. Полученные микрокапсулы имели неправильную 
форму, размер варьировал от 26 до 300 мкм. При этом 
способе возникали трудности при отделении микрокапсул 
от дисперсионной среды вазелинового масло, так как 
промывание органическим растворителем приводило к 
снижению литической активности бактериофага. Другим 
вариантом микрокапсулирования являлось добавление к 
эмульсии (раствор бактериофага в виде биополимерного 
гидрогеля/дисперсионная среда вазелинового масла) 
водного раствора сшивающего агента, в результате 
происходило отверждение оболочки микрокапсул. При 
отстаивании эмульсия расслаивалась на верхний слой 
– вазелиновое масло и нижний – водный раствор с 
микрокапсулами. Последние отделяли от дисперсионной 
среды, промывали раствором сшивающего агента и вы-
сушивали. Размер полученных микрокапсул варьировал 
от 66 до 1250 мкм. Данный способ имел ряд недостат-
ков: трудоемкость процесса, полученные микрокапсулы 
неоднородны по размеру, технологические свойства 
(сыпучесть, плотность) не соответствовали норматив-
ной документации, наблюдалось снижение активности 
клебсиеллезного бактериофага. С целью оптимизации 
технологии клебсиеллезный бактериофаг в виде био-
полимерного гидрогеля капельно вводили в дисперги-
руемый водный раствор кальция хлорида, что показало 
возможность получать микрокапсулы c хорошими орга-
нолептическими и технологическими показателями и с 
сохранением активности фага. 

Проведен подбор концентрации биополимерной 
матрицы-носителя клебсиеллезного бактериофага с 
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60

Вестник биотехнологии, 2021, Т. 17, № 4

концентрацией от 0,25 до 3,0%. При введении в во-
дный раствор кальция хлорида геля натрия альгината в 
концентрации 0,5% и менее образования капсул не на-
блюдалось. При концентрации матрицы-носителя 2,5% 
и выше отмечалась трудность дозирования из-за высокой 
вязкости геля. В результате капсулы имели неправильную 
форму и высокий показатель отклонения однородности 
дозирования. Оптимальными технологическими характе-
ристиками обладали капсулы, полученные на полимерном 
носителе с концентрацией от 1,0 до 2,0 %. Выявлено, 
что микрокапсулы, полученные на 2%-ном геле натрия 
альгината имели наименьший процент отклонения по 
массе, чем капсулы составов на 1,0- и 1,5%-ном геле, что 
говорило об однородности дозирования бактериофага.

Следующим этапом являлся подбор фармацев-
тической композиции, стабилизирующей бактериофаг. 
В композиции микрокапсулируемых составов в различ-
ных соотношениях входили: кальция карбонат, кальция 
глюконат, лактоза, сорбит, натрия альгинат, пектины 
цитрусовый и яблочный. Наилучшая стабильность 
бактериофагов наблюдалась в присутствии сахаров – 
сорбита, лактозы, маннита и высокомолекулярного со-
единения – метилцеллюлозы. Лактоза плохо растворима 
в жидком бактериофаге, гель для микрокапсулирования 
представлял собой суспензию, что негативно сказыва-
лось на органолептических и технологических свойствах 
микрокапсул. Стабилизация метилцеллюлозой, а после 
– добавление к гелевой композиции натрия альгината 
приводили к изменению формы. Микрокапсулы приоб-
ретали неправильную, вытянутую форму. Добавление 
сорбита не влияло на изменение органолептических и тех-
нологических показателей. Сохранение активности фага 
в полученных композициях варьировало: 10-2,75 – 10-3,5.

Далее процедура экспериментальных исследова-
ний состояла в изучении вида и режима сушки микро-
капсул и влияния их на технологические характеристики 
и стабильность бактериофага. Сушку сформировавшихся 
микрокапсул данных серий проводили двумя способами: 
воздушным и вакуумным. Воздушную сушку – при 
температуре 26–28 °С. Вакуумную – при температуре 
32–35 °С, глубине вакуума – от 0,02 до 0,1 МПа. При 
воздушной сушке микрокапсулы обладали оптимальными 
технологическими и органолептическими свойствам, но 
показали низкую стабильность в сравнении с вакуумной 
сушкой. Литическая активность падала в 1,8 раза в 
сравнении с активностью клебсифага в капсулах до вы-
сушивания и составляла 10-2,25±0,59. При получении серий 
микрокапсул с вакуумным высушиванием выявлено, что 
многократное вакуумное подсушивание (сброс вакуума и 

открывание дверцы сушильного шкафа) ведет к сниже-
нию литической активности бактериофагов. При высу-
шивании сформировавшихся микрокапсул под вакуумом 
0,1 МПа микрокапсулы расслаивались, приобретали 
плоскую форму, но сохраняли литическую активность на 
уровне 10-3,625±0,43. Оптимальными органолептическими и 
технологическими показателями обладали микрокапсу-
лы, высушенные по режиму при постепенном создании 
глубины вакуума: от 0,02 МПа – к 0,04 МПа – к 0,06 
МПа – к 0,08 МПа – к 0,1 МПа, но при этом выявлено 
снижение активности бактериофага, которая составила 
10-2,875±0,54. Наилучшими технологическими параметрами 
вакуумной сушки микрокапсул являлось: однократное 
высушивание и определенное значение средней глубины 
вакуума. Литическая активность данных микрокапсули-
рованных композиций была на уровне 10-3,5±0,45. 

Обоснованная технология получения микрокапсул 
с клебсиеллезным бактериофагом включала: получение 
2%-ного раствора полимера натрия альгината на основе 
жидкого бактериофага; капельное смешивание гомоген-
ного раствора с дисперсионной средой отверждающего 
агента 5%-ного раствора кальция хлорида с образова-
нием капсул; фильтрование капсул; сушка однократным 
циклом под вакуумом при глубине вакуума – 0,05 
МПа. Микрокапсулы фасовали в стеклянные флаконы 
под обкатку. Одна микрокапсула размером 1500 мкм и 
весом 3 мг, приготовленная на концентрированном клеб-
сиеллезном бактериофаге, была эквивалентна по объему 
20 мл жидкого коммерческого препарата «Клебсифаг».

По внешнему виду микрокапсулы представляли 
собой капсулы сферической формы, бежевого цвета или 
с зеленоватым оттенком, без запаха и со специфическим 
привкусом. 4 микрокапсулы, соответствующие 20 мл 
жидкого коммерческого препарата «Клебсифаг» имели 
массу 3,3887±0,3181 мг, толщину – 1408,57±133,55 мм. 
Потеря в массе при высушивании составляла 1,8%. Через 
6 месяцев после хранения микрокапсул «Клебсифаг» в 
герметично закрытом флаконе при температуре от 6 до 
8 °С органолептические и технологические свойства, а 
также активность оставались на исходном уровне. Вы-
явлено, что в микрокапсулированной форме сохранение 
активности клебсиеллезного бактериофага после воз-
действия кислой среды в 5,5 раза выше, чем в жидкой, 
что говорит о том, что разработанные микрокапсулы 
«Клебсифаг» обладают большей биодоступностью в 
сравнении с жидким бактериофагом.

Необходимо отметить, что по состоянию на июль 
2021 года в ГРЛС России имеется информация об 16 
наименований бактериофагов, из них 13 предназначены 
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для лечения и профилактики, в том числе, кишечных 
инфекций. И только 2 наименования производятся в 
твердой лекарственной форме. В связи с вышесказан-
ным уместно привести цитату из статьи Казьянина А.В. 
с соавт.: «Кислая среда желудочного сока оказывает 
инактивирующее действие на жидкие бактериофаги, 
применяемые перорально, поэтому требуется создание 
других лекарственных форм бактериофагов – таблеток 
и суппозиториев, что также необходимо для придания 
препарату лучшего товарного вида, уменьшения его 
объемов при транспортировании и хранении» [4]. На 
наш взгляд, объяснение тому, что 75% бактериофагов, 
используемых для лечения и профилактики кишечных 
инфекций, производятся в форме раствора, скрывается в 
нежелании увеличения материально-финансовых затрат, 
которые неизбежно возникают при производстве твердых 
лекарственных форм препаратов.

Заключение

В результате проведенного обзора отечественной 
литературы, посвященной вопросам получения твердых 
форм лекарственных бактериофагов, констатировано, 
что основной формой являются таблетки и капсулы; при 
этом официально зарегистрированные препараты про-
изводятся только в форме таблеток. Определен спектр 
вспомогательных веществ, используемых в технологии 
производства лекарственных бактериофагов. При этом 
нужно указать на то, что сходный перечень вспомогатель-
ных веществ обнаружен нами при обзоре литературы, по-
священной лиофилизации живых вакцин [16]. Отмечена 
перспективность технологии микрокапсулирования пре-
паратов. Подтверждено, что получение лекарственных 
бактериофагов в твердой форме минимизирует негативное 
влияние на специфическую активность препарата кис-
лотно-щелочной среды желудочно-кишечного тракта. 
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SOLID FORMS OF MEDICINAL BACTERIOPHAGES  
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A review of the domestic literature on the preparation of solid forms of medicinal bacteriophages is presented in this paper. 
The information of the State Register of Medicines in the Russian Federation, as of mid-2021, on registered drugs with a grouping 
(chemical) name – bacteriophage in solid dosage form was analyzed and their characteristics are given. The data on the qualitative 
and quantitative composition of excipients used in drying, producing tablets and capsules are considered. A number of examples show 
the influence of technological parameters of obtaining solid forms of medicinal bacteriophages on the quality of drugs. It has been 
confirmed that obtaining medicinal bacteriophages in solid form minimizes the effect of the acidic environment of the stomach on them. 
The carried out study of scientific and patent periodicals makes it possible to take into account the influence of the factors described in 
the article when creating a technology for the manufacture of therapeutic bacteriophages.
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Введение

Искусственные нейронные сети – класс моделей, 
построенных с использованием алгоритмов машинного 
обучения. Работа нейронных сетей опирается на прин-
цип коннекционизма – предположения о том, что слож-
ные мыслительные явления могут быть описаны при по-
мощи сетей из относительно простых взаимосвязанных 
элементов, построенных по аналогии с организацией 
нейронных сетей в живых организмах. ИНС имитируют 
поведение моделируемой системы, обучаясь на основе 
имеющихся данных, полученных экспериментальными 
или другими методами. Во многих случаях это позволяет 
пропустить сложный этап создания алгоритмической/
механической модели, необходимой для описания систе-
мы и решения связанных с ней задач при традиционном 
подходе, представляющий значительные трудности для 
сложных и нелинейных систем, часто встречающихся 
в задачах из области биологии [39]. Распространен-
ным недостатком нейронных сетей и методов на их 
основе является длительный процесс обучения, что 
ограничивает возможности их применения в случаях, 
где требуется внесение корректировочных изменений 
в систему в режиме реального времени. Потребность в 

больших объемах данных для достижения достаточного 
качества обучения и в работе по принципу «черного 
ящика» – построение алгоритмической/механической 
модели на основе нейронной сети или определение 
отдельных ключевых причинно-следственных связей 
между входными и выходными данными – представляет 
отдельную задачу [16].

Искусственные нейронные сети

Основным конструктивным элементом нейронных 
сетей является перцептрон – искусственный нейрон – 
математический элемент, схема которого приведена на 
рисунке 1. 

Рис. 1. Принципиальная схема устройства перцептрона

Эти элементы связаны между собой с некоторыми 
весами, образуя сеть, и имеют внутри себя активаторные 
функции, преобразующие поступающие данные, чаще 
всего достаточно простым образом. Процесс обучения 
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такой искусственной нейронной сети заключается в по-
следовательной настройке весов на связях между раз-
личными нейронами, пока не будет достигнут требуемый 
результат на тренировочном наборе данных, что может 
занимать долгое время. Следовательно, ИНС работает 
как единое целое, получая на вход данные, типично 
представленные в виде численного вектора, пропуска-

ющее их через последовательность преобразований на 
перцептроне и выдающее на выход результат обработки 
этих данных: принципиальная схема этого приведена на 
рисунке 2. Подобным образом может быть описано по-
ведение самых разных систем – от предсказания роста 
фототрофных микроорганизмов до распознавания изо-
бражений [22, 39].

Рис. 2. Принципиальная схема устройства искусственной нейронной сети

В настоящее время искусственные нейронные сети 
достаточно широко используются для решения задач, 
имеющих дело с механически сложными и включающих 
в себя нелинейные связи системами. Создание модели 
на основе ИНС не требует предварительной аналитиче-
ской модели системы, вместо чего для обучения хватит 
использования достаточно большого объема данных о 
поведении системы, полученных в большинстве случаев 
экспериментальных данных. Такая модель позволяет по-
лучать хорошие результаты при сравнительно небольших 
затратах на разработку по сравнению с алгоритмическим 
решением сложной задачи. Тем не менее она работает по 
принципу «черного ящика» – дальнейшее изучение при-
роды внутренних связей в системе, исходя из устройства 
обученной нейросетевой модели, представляет отдельную 
задачу [16, 21, 41]. Это является значительным недо-
статком такого подхода по сравнению с классическими 
моделями, что оставляет их предпочтительными в слу-
чаях, когда система может быть описана алгоритмически 
при затратах, сравнимых с затратами на построение 

нейросетевой модели. После анализа синаптических 
весов тренированной ИНС – например, с помощью 
модифицированного алгоритма Гарсона [37, 40], – 
можно в некоторой степени составить представление об 
относительной значимости составных элементов среды, 
таким образом частично обходя указанный недостаток 
нейросетевой модели.

Основные типы задач, для решения которых чаще 
всего применяются искусственные нейронные сети, со-
стоят в предсказании эволюции механически сложных 
физических систем, таких как: колония микроводорос-
лей в сложной среде; переработка органического сырья 
[38]; работа со сложными химическими процессами 
[22]; классификация, распознавание, обработка изо-
бражений: фотографий, рукописного и печатного текста; 
кластеризация, аппроксимация, управление системами и 
принятие решений, и др. Наиболее широко используются 
многослойные перцептронные нейронные сети с прямым 
распространением сигнала и обратным распространением 
ошибки (Multi Layer Perceptron, MLP) [41]. Другим 
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популярным подвидом ИНС являются сверточные ней-
ронные сети (Convolutional Neural Nerwork, CNN), наи-
более широко применяемые для работы с изображениями 
и звуком [31, 40]. В то время как обработка изображений 
достаточно высокого разрешения потребовала бы очень 
большого количества параметров, задающих поведение 
перцептронов в сети и всех связей между ними, в сверточ-
ных нейронных сетях делается предположение о незна-
чительности расположения распознаваемых элементов в 
пространстве входных данных. Например, это касается 
лиц на изображении, что позволяет очень значительно 
сократить количество параметров за счет частичного свя-
зывания соседних слоев между собой, разбивая входные 
данные на участки, обрабатываемые только небольшим 
кластером нейронов [2]. После обработки полученные 

на участках результаты сопоставляются на сверточном 
слое, предоставляя на выход единый результат.

Для преодоления недостатков искусственных 
нейронных сетей и расширения спектра задач, под-
дающихся эффективному решению этими методами, 
предпринимаются попытки доработать базовую архи-
тектуру искусственных нейронных сетей: подключение 
дополнительной внешней памяти [18] или использование 
«размытой» работы с памятью, при которой операторы 
чтения и записи в той или иной мере затрагивают все 
элементы памяти [17]; попытки решения проблемы про-
должительного обучения (continual learning) [23] (рис. 
3); рассмотрение геометрической структуры данных [7]; 
использование нечеткой логики в связях между нейро-
нами в сети (neuro-fuzzy network) [15].

Рис. 3. Схема обучения с помощью EWC по сравнению с традиционными алгоритмами. Примечание:  
EWC – англ. сокращение «Elastic Weight Consolidation»: упругое (эластичное) закрепление весов

П.С. Назин и др., с. 65–78

Применение ИНС в биологии

В области биотехнологий нейронные сети ис-
пользуются для решения задач предсказания и оптими-
зации процессов, таких как: культивация фототрофных 
микроорганизмов [10, 14–16, 25, 37], что рассмотрено 
подробно в соответствующем подразделе; производство 
биологически активных веществ [3, 33]; производство и 
переработка биомассы [13, 28, 32, 38]; моделирование 
белковых процессов [21], процессов разложения, исполь-
зующих фотосинтетический кислород [20]; нахождение 
необходимых генов в геномах микроорганизмов [27]. 

Нейронные сети используются также для морфологиче-
ского анализа микроорганизмов [41] и решения широкого 
спектра химических задач [22].

Искусственная нейронная сеть на основе про-
граммного пакета Matlab была применена для соз-
дания биопроцесса использования опавших иголок 
сосны вида Pinus roxburghii в создании биотоплива 
и фармацевтических продуктов путем извлечения из 
них полифенолов и восстанавливающих сахаров [38]. 
В связи с тем, что стоимость производства этанола из 
лигноцеллюлозных материалов остается высокой при 
текущем уровне развития технологий, процесс произ-
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водства необходимо оптимизировать для уменьшения 
стоимости и повышения эффективности переработки. 
Оптимизация множества параметров получения вос-
станавливающих сахаров и полифенолов была про-
ведена с помощью искусственной нейронной сети 
с 72 нейронами на входном и выходном слоях и 10 
скрытыми слоями, обученной при помощи алгоритмов 
Левенберга –Марквардта. Это привело к заметному 
улучшению выхода производства, демонстрируя по-
тенциал ИНС для использования подобных систем 
для оптимизации производства биотоплива второго по-
коления из дешевой и восполняемой лигноцеллюлозной 
биомассы. Также ИНС используются для дальнейшей 
работы с биотопливами – например, для предсказания 
характеристик биодизелей, полученных из различных 
типов биомасс, и оптимизации двигателей для работы 
с ними [32]. 

Использование искусственных нейронных сетей 
было предложено для решения задачи моделирования 
процесса производства липазы [21]. Задача дешевого, 
эффективного, точного и надежного моделирования 
таких процессов, как ферментация, представляет зна-
чительный интерес ввиду их широкого использования в 
химической, пищевой, фармацевтической и других ин-
дустриях, но плохо поддается решению традиционными 
методами из-за нелинейности биологических процессов 
и большого количества задействованных переменных. 
В качестве альтернативы классическому подходу были 
предложены следующие подходы – искусственные 
нейронные сети, нечеткая логика, генетические алго-
ритмы, дифференциальная эволюция и генетическое 
программирование. Для моделирования нелинейных 
процессов, зависящих от времени, была использована 
гибридная модель на основе ИНС и нечеткой логики. 
Генетические алгоритмы были использованы для оп-
тимизации параметров нелинейной модели культуры 
гибридомных клеток, дифференциальная эволюция 
– для решения проблемы ограниченной оптимизации 
процесса ферментации. Для предсказания концентраций 
продуктов реакций была применена модель, созданная с 
помощью генетико-экспрессивного программирования 
(gene-expression programming, GEP), являющегося 
расширением генетического программирования. Для 
сравнения с ИНС были задействованы полиномиальные 
модели. ИНС была обучена при помощи алгоритма с 
обратным распространением ошибки с оптимизацией 
по среднеквадратичному отклонению. Оптимальное 
количество нейронов на скрытом слое было определено 
экспериментально. Обученная таким образом ИНС по-

казала лучшие результаты, чем полиномиальная модель, 
из чего следует, что в процессе обучения ИНС смогла 
выстроить внутренние параметры в соответствии с не-
линейными взаимоотношениями между различными 
входными данными.

В работе [41] было осуществлено сравнение 
эффективности различных типов искусственных 
нейронных сетей для морфологического анализа 
микроорганизмов по изображениям. Анализ микро-
организмов является важным направлением из-за их 
полезных применений, таких как удаление загрязнений 
из воды и использование в пищевой промышленности, 
и опасностей, представляемых микроорганизмами, 
способными вызывать болезни, часть из которых 
является смертельной. Из четырех существующих 
подходов к анализу микроорганизмов – физическо-
го, химического, методов молекулярной биологии и 
морфологического – последний является наименее 
дорогостоящим, но требует значительных временных 
затрат и ручного распознавания изображений. А это 
приводит к его ненадежности, так как результат может 
зависеть от таких человеческих факторов, как опыт, 
степень загрузки, усталости и настроения специалиста. 
В качестве альтернативы предлагается использование 
методов машинного обучения, хорошо показавших себя 
в решении различных задач распознавания и способ-
ных быстро извлекать необходимую информацию из 
предоставленных изображений. Одним из классов таких 
методов являются искусственные нейронные сети, и в 
данном исследовании был проведен анализ 96 ссылок 
по теме работы с изображениями микроводорослей. 
ИНС архитектуры MLP являются наиболее популяр-
ным классическим методом, в то время как сверточные 
нейронные сети (CNN) относятся к наиболее популяр-
ным методам глубинного обучения. В исследованиях с 
классическими нейронными сетями выделяющимися 
особенностями являются использование частных набо-
ров данных, необходимость предварительной обработки 
и ручного выбора рассматриваемых характерных эле-
ментов для решения задач классификации, в то время 
как для прочих задач эти этапы не всегда обязательны 
и изображения могут напрямую передаваться ИНС. 
Особенностями работы с ИНС глубинного обучения 
представляются отсутствие необходимости ручного 
выбора характерных элементов, использование наборов 
данных, находящихся в открытом доступе. Направление 
разработки более совершенных методов глубинного 
обучения выглядит более популярным по сравнению с 
классическими искусственными нейронными сетями.
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Применение ИНС в работе с фототрофными 
микроорганизмами

Микроводоросли имеют множество областей 
применения: в медицине, пищевой промышленности и 
энергетике. Они способны накапливать биомассу зна-
чительно быстрее высших растений в худших условиях, 
не требуя наличия орошаемых земель и часто оставаясь 
нечувствительными к загрязнениям воды или даже ис-
пользуя загрязнения и пищевые отходы в качестве ис-
точника питательных веществ [34], что также позволяет 
использовать их для создания систем очистки воды [8]. 
Микроводоросли вырабатывают и накапливают широкий 
спектр биологически активных веществ (БАВ): белков, 
жирных кислот и витаминов, а также их можно исполь-
зовать для производства красителей, масел и биотоплив 
[4, 9, 32, 36].

Задача оптимизации культивации микроводо-
рослей представляет значительную трудность для клас-
сического решения путем создания алгоритмической 
модели, учитывающей все нелинейные взаимодействия 
множества компонентов сложной среды, в большинстве 
случаев необходимой для получения достаточного роста 
(их может быть несколько десятков) и их совместного 
влияния на метаболизм микроорганизмов из-за слож-
ности такой системы и ее исследования [11, 16, 19, 
24]. В качестве альтернативного подхода предлагается 
использование методов машинного обучения, что дает 
возможность пропустить этап создания алгоритмической 
модели и получить модель, позволяющую предсказывать 
поведение системы из экспериментальных данных. Для 
этого ставятся эксперименты по культивации нужного 
вида микроорганизмов в различных вариантах иссле-
дуемой среды, собираются данные об их росте в этих 
средах и из этих данных составляются базы для создания 
системы на основе методов машинного обучения, таких 
как искусственные нейронные сети [5, 10, 14–16, 25, 26, 
37]. Чаще всего для решения таких задач используются 
искусственные нейронные сети с прямым распростра-
нением сигнала и обратным распространением ошибки 
(FBN, feed-forward back-propagation network).

В частности, искусственная нейронная сеть типа 
FBN была использована для решения задачи предсказа-
ния роста микроводорослей вида Karlodinium veneficum 
[16]. ИНС состояла из трех слоев с 27, 25 и 1 нейроном 
на входном, скрытом и выходном слоях соответственно и 
байесовской регуляризации в качестве обучающего алго-
ритма. Проблема переобучения сети была предотвращена 
путем ограничения оптимального количества нейронов 

на скрытом слое. Для оценки работоспособности модели 
были использованы среднеквадратичная ошибка (mean 
squared error – MSE) и коэффициенты корреляции (R) 
на тренировочном и тестовом наборах данных. Нейросеть 
была обучена на более чем 420 пакетах эксперименталь-
ных данных для различных составов среды, изначально 
проводимых для задачи поиска оптимального состава 
среды для роста водорослей с помощью генетического 
алгоритма, и дополнительных данных для экстремальных 
вариантов среды, нормализированных для создания об-
учающих примеров для искусственной нейронной сети. 
Показанные с помощью этой модели хорошие результаты 
по предсказанию роста водорослей вида K. veneficum 
свидетельствуют о том, что искусственные нейронные 
сети могут быть успешно использованы для решения 
подобных задач, а также предсказания роста водорослей 
в естественной среде.

Было установлено, что задача моделирования взаи-
модействия компонентов среды при культивации микрово-
дорослей – динофлагеллят вида Protoceratium reticulatum, 
используемых для производства ценных биоактивных 
элементов, – практически не может быть решена путем 
составления многомерной модели для представления со-
вместного взаимодействия на основе клеточного ответа. 
В работе [37] отмечается, что исследования значимости 
макроэлементов среды для роста P. reticulatum прово-
дились [30], но никакие существующие на момент напи-
сания работы [37] исследования по моделированию роста 
данного вида микроводорослей не включают в себя полное 
описание взаимодействия элементов среды. Так как ИНС 
особенно хорошо подходят для представления сильно не-
линейных взаимодействий и с их помощью можно создать 
модель процесса независимо от типа взаимодействий, они 
были выбраны в качестве инструмента для предсказания 
роста данных микроводорослей в лабораторных условиях. 
В рамках задачи были протестированы следующие обу-
чающие алгоритмы для сети с прямым распространением 
сигнала и обратным распространением ошибки из 26, 14 
и 1 нейрона на входном, скрытом и выходном слоях со-
ответственно: алгоритм Левенберга – Марквардта, бай-
есовская регуляризация, квази-ньютоновский алгоритм, 
метод сопряженных градиентов, метод градиентного спу-
ска, метод градиентного спуска с адаптивной скоростью 
обучения, метод градиентного спуска с инерцией, метод 
градиентного спуска с адаптивной скоростью обучения 
и инерцией. Обучение было проведено на данных из 
более чем 500 экспериментов, данные из которых были 
отмасштабированы необходимым образом для обучения 
в случае, когда масштабы различных входных компонент 
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заметно различаются. ИНС с одним скрытым слоем 
показала себя способной моделировать рост микроводо-
рослей, что говорит о том, что подобные модели могут 
быть рекомендованы для представления нелинейных 
взаимодействий.

В работе [25] была создана система предсказания 
скорости роста смешанной культуры микроводорослей 
в открытом пруду на основе искусственной нейронной 
сети. Культивирование нативных смешанных культур 
открытым типом может быть эффективным методом 
производства биомассы даже в достаточно холодном кли-
мате, открывая перспективы для использования земель, 
не подходящих для традиционных сельскохозяйственных 
культур. В качестве входных параметров были использо-
ваны параметры среды, такие как содержание азотистых 
соединений, кислотность, содержание ацетата натрия, а 
также степень освещенности, температура и др.; ИНС 
содержала один скрытый слой из 11 искусственных ней-
ронов. Полное количество экспериментальных данных 
составило 553 единицы. Обучение позволило получить 
значения R2 до 0,95 для предсказания скорости роста 
биомассы, что свидетельствует о высокой эффективно-
сти модели. В исследовании [10] приводится еще один 
пример использования искусственных нейронных сетей 
для предсказания роста биомассы микроводорослей 
Chlorella vulgaris. В качестве входных данных для ИНС 
конфигурации 23-20-1 выступали такие параметры куль-
тивирования, как степень освещенности, кислотность, 
температура и др., поддерживаемые на постоянном 
уровне в ходе культивирования, а также концентрации 
различных питательных веществ в среде. Всего были 
использованы 605 точек данных, выявленные при фото-
автотрофном культивировании микроводорослей в ходе 
четырех предшествующих исследований. По результатам 
обучения было получено значение R2, достигающее 0,98, 
а сравнительный анализ влияния входных параметров 
методом Гарсона продемонстрировал, что наиболее 
значительным фактором, влияющим на рост C. vulgaris, 
являлось количество CO2, поступающего в среду при 
аэрации.

В рамках исследования [14] ИНС были примене-
ны для определения состава смешанных культур микро-
водорослей. Традиционно задача отслеживания чистоты 
культуры решается при помощи изучения образцов куль-
туры под микроскопом, с использованием биохимическо-
го анализа и иных вспомогательных методов в случаях, 
где различить микроорганизмы по морфологическим 
признакам затруднительно. Этот подход требует наличия 
хороших специалистов, а также значительных временных 

и материальных затрат для получения достаточно хоро-
ших результатов. В качестве альтернативы предлагается 
обработка спектров поглощения при помощи искусствен-
ных нейронных сетей. Спектры поглощения способны 
идентифицировать чистые индивидуальные культуры, 
что в комбинации со способностью ИНС к обучению 
может позволить ИНС определить состав смешанной 
культуры по ее спектру. В качестве обучающих данных 
были использованы спектры, полученные при культиви-
ровании микроводорослей Chlorella vulgaris, Scenedesmus 
almeriensis и цианобактерий Nostoc sp., Spirulina platensis 
– заметно различающихся организмов, покрывающих 
довольно значительное разнообразие культур. Измере-
ния были проведены как для чистых культур, так и для 
смесей двух культур в отношениях 1:1 и 3:1, полное число 
измерений составило 550. Искусственная нейронная 
сеть включала в себя 31 входной нейрон для различных 
частот в составе спектра, 45 нейронов на скрытом слое и 
4 выходных нейрона, со связями между всеми нейронами 
на соседних слоях. По результатам тестирования ИНС 
показала хорошую точность определения чистых культур 
и смесей, близких к 1:1 по отношению составляющих 
элементов, но не была способна эффективно работать 
со смесями, содержащих 10–15% примесной культуры. 
Основными преимуществами данной системы является 
быстрота и автоматическая работа, а получение большего 
количества обучающих данных позволит повысить точ-
ность распознавания.

В работе [36] было предложено применять 
ИНС в качестве инструмента для изучения процессов 
пиролиза смесей микроводорослей Chlorella vulgaris и 
арахисовой скорлупы с использованием золы из микро-
водорослей в качестве катализатора. Ввиду уменьшения 
объема добычи и увеличения потребления ископаемых 
топлив, что предположительно продолжится до 2050 
года, использование возобновляемой биомассы для 
производства биотоплива становится все более при-
влекательной альтернативой. К преимуществам такого 
подхода относятся возможности масштабного производ-
ства, биоразлагаемость, доступность, высокая концен-
трация горючих материалов и малое содержание золы. 
Из биомассы возможно производить такие полезные 
продукты, как биоуголь, сингаз и биомасла, при помощи 
термической конверсии. Одним из наиболее производи-
мых типов биомассы является арахисовая скорлупа, объ-
ем производства которой достиг 43,9 миллионов тонн 
в 2016 году. В большинстве случаев этот тип биомассы 
используется для производства активированного угля. 
Для анализа экспериментальных данных была выбрана 
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искусственная нейронная сеть, созданная при помощи 
MATLAB, не применявшаяся до момента написания 
указанной работы в контексте биотоплив третьего по-
коления. В качестве входных параметров были выбраны 
скорость нагрева и температура при обработке смеси, а 
в качестве выходного параметра – процент потери веса 
после обработки. Структура используемой ИНС вклю-
чала в себя два скрытых слоя с количеством нейронов 
от 2 до 12 и различными комбинациями tansig и logsig 
из инструментария MATLAB в качестве активаторных 
функций. Наилучшие результаты были достигнуты с 9 
нейронами на скрытых слоях для комбинации tansig-
tansig и с 11 нейронами для комбинации logsig-tansig, 
со значениями среднеквадратичной ошибки 0,00236 
и 0,00498 соответственно, в то время как остальные 
комбинации показали результаты значительно хуже. 
Дальнейшее изучение результатов выявило, что ком-
бинация logsig-tansig позволяет получить наибольшие 
значения R2. Результаты демонстрируют работоспособ-
ность системы, и дальнейшие исследования с примене-
нием золы микроводорослей в качестве катализатора 
дадут возможность добыть больше информации об 
экономической целесообразности использования такого 
подхода.

ИНС были выбраны в качестве математического 
метода описания и предсказания работы системы тре-
тичной очистки воды на основе микроводорослей [8]. 
Рост населения и уровня индустриализации приводит 
к увеличению количества загрязнений, что негативно 
сказывается на качестве существующих водных ресур-
сов. Больше всего проблем с качеством и количеством 
доступных водных ресурсов испытывает северная Аф-
рика и ближневосточные регионы [1]. Соответственно 
возникает необходимость создания новых и доработки 
существующих систем очистки сточных вод. Для тре-
тичного этапа очистки – от высокого содержания со-
единений азота и фосфора – традиционно используются 
дорогостоящие физико-химические методы, в качестве 
альтернативы которым предлагается использование си-
стем на основе микроводорослей, способных не только 
поглощать загрязнения из воды, но и использовать их 
для роста биомассы, имеющей множество применений. 
Предварительные исследования установили способность 
микроводорослей удалять до 90% азотных и фосфорных 
загрязнений за 10 дней культивирования при низкой 
стоимости по сравнению с традиционными методами. 
Однако значительным препятствием на пути применения 
нового метода на практике является задача предсказания 
и обеспечения правильной работы широкомасштабных 

систем на основе микроводорослей, и для решения этой 
задачи предлагается использование ИНС. Для разработ-
ки ИНС был использован Scilab 6.0.1 с пакетом Neural 
Network Module 2.0, для обучения была использована 
221 точка данных. Наилучший результат, с R2 по удале-
нию фосфатов и ионов аммония превышающим 0,95, был 
получен на архитектуре, содержащей 4, 7 и 2 нейрона 
на входном, скрытом и выходном слоях соответственно. 
ИНС показали себя хорошим инструментом для решения 
данной задачи.

Использование ИНС для предсказания био-
адсорбции микроводорослями красителя метиленового 
синего предлагается в работе [3]. Этот краситель не 
является сильно токсичным, но тем не менее способен 
вызывать проблемы со здоровьем и содержится в боль-
ших объемах в отходах текстильной, косметической, 
бумажной и прочих индустрий. Традиционные методы 
удаления красителя при помощи окисления, коагуляции 
или мембран требуют дорогостоящего оборудования и 
высоких затрат на работу. В качестве альтернативы 
предлагается биоадсорбция, основным механизмом обе-
спечения которой служат свойства клеточных мембран 
и их способности к взаимодействию с загрязнениями, 
предположительно электростатической природы, и 
преимущества которой включают в себя высокую се-
лективность и значительную эффективность удаления 
загрязнений. В рассматриваемой работе в качестве 
используемого микроорганизма были выбраны циано-
бактерии Spirulina sp. Ввиду сложности моделирования 
равновесных процессов адсорбции из-за наличия слож-
ных взаимодействий между различными переменными, 
участвующими в процессе, в качестве инструмента 
моделирования предлагается использовать ИНС. Био-
масса для проведения экспериментов культивировалась 
в среде BG-11, затем сушилась при 60 градусах Цельсия 
в течение 30 часов. Затем сухая биомасса добавлялась 
в раствор 9,67 мг/л красителя метиленового синего, и 
полученная суспензия перемешивалась в течение двух 
часов. После удаления биомассы количество мети-
ленового синего в очищенном растворе определялось 
при помощи измерения спектрофотометром на длине 
волны 652 нм. Для обработки полученных данных были 
протестированы ИНС двух архитектур: с алгоритмом 
имитации отжига и с генетическим алгоритмом, с дву-
мя скрытыми слоями и использованием сигмоидной 
функции в качестве активаторной в обоих случаях. 
ИНС использовали три входных параметра: количе-
ство биомассы, температуру и кислотность среды, а в 
качестве выходного параметра выступали предсказание 
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эффективности очистки или способность к биоадсорб-
ции. По результатам обучения, оба типа архитектуры 
показали сходные результаты при количестве нейронов 
на скрытых слоях от 4 до 12, в то время как ИНС с 
использованием генетического алгоритма с 16 и 22 
нейронами на скрытых слоях достигли меньших значе-
ний среднеквадратичной ошибки предсказания – 0,11 
и 0,03, соответственно. Это было сравнено с ИНС с 
использованием алгоритма имитации отжига с теми 
же количествами нейронов на скрытых слоях, которые 
достигли значений среднеквадратичных ошибок в 1,28 
и 0,11, соответственно. Таким образом, было установ-
лено, что модели на основе искусственных нейронных 
сетей позволяют достичь более точного предсказания 
эффективности биоадсорбции по сравнению с изо-
термическими моделями Ленгмюра, Фрейндлиха и др.

Также микроводоросли могут использоваться в 
качестве индикатора присутствия загрязнений из-за 
быстрых изменений типов и концентрации различных 
культур в ответ на изменения концентрации различных 
веществ, но эффективное распознавание микроводорос-
лей и оценка концентраций являются трудозатратной и 
подверженной с большой вероятностью ошибок про-
цедурой из-за микроскопических размеров и большого 
количества видов. В качестве альтернативы в работе 
[29] предлагается использование алгоритмов машин-
ного обучения, хорошо показавших себя в качестве 
инструментов решения различных задач распознавания. 
Архитектура системы классификации Faster R-CNN 
была дополнена дополнительной ветвью, позволяя до-
стичь многозадачного обучения, причем ветви 1, 2 и 3 
отвечают за определение рода, месторасположения и 
класса микроводорослей, соответственно. Набор данных, 
используемый для обучения, содержал 1859 микроскопи-
ческих изобра жений высокого разрешения, включающих 
в себя 37 различных видов микроводорослей 6 различ-
ных классов, представленных в различных ориентациях 
и взаимо расположениях. Кроме микроводорослей, в 
изображениях также присутствовал шум в виде других 
объектов, не подлежащих распознаванию классификато-
ром, таким как бактерии. По результатам обучения были 
достигнуты значения вероятности верного обнаружения 
в 74,64% для рода и 81,17% для класса микроводорос-
лей, в то время как для задач непосредственно класси-
фикации были достигнуты значения в 96,5% и 99,1%, 
соответственно. Большая часть ошибок обнаружения 
относилась к почти прозрачным организмам, а ошибок 
классификации – к родам и классам, составлявшим менее 
1% от объема обучающих данных.

Применение ИНС в производстве фикоцианина

Цианобактерии, как и красные водоросли и крип-
томонады, способны синтезировать различные фикоби-
липротеины (PBPs), которые можно разделить на три 
основных класса: фикоэритрин (PE), фикоцианин (PC) 
и аллофикоцианин (APC) в зависимости от спектраль-
ных свойств. Фикобилипротеины получают из таких 
микроорганизмов, как Spirulina spp., Synechococcus sp., 
Oscillatoria sp. и др., а для коммерческого производства 
используются Spirulina platensis, Anabaena sp. и Galdieria 
sulphuraria. Цианобактерии обладают большими способ-
ностями к адаптации к условиям окружающей среды, 
что может привести к изменению как количества, так и 
специ фических функций фикобилипротеинов в клетках в 
зависимости от таких параметров, как наличие и количе-
ство питательных веществ, интенсивность и тип освеще-
ния. Обеспечение приспособляемости к этому является 
одной из основных функций фикобилипротеинов в клетке, 
температуры и др. [6]. Фикобилипротеины широко ис-
пользуются как красители для пищи, косметики, а также 
имеют ряд фармацевтических применений [9, 12, 35].

Использование различных существующих дина-
мических моделей для оптимизации культивирования 
микроводорослей и производства фикоцианина дает 
возможность улучшать производительность систем как 
в лабораторных, так и в коммерческих условиях, но в 
большинстве случаев эти модели работают с весьма 
ограниченным набором параметров и не могут использо-
ваться для создания новых процессов. Это обсуждается в 
работе [11], где создается подобная динамическая модель 
для оптимизации крупномасштабного культивирования 
в открытых прудах. Заостряется внимание на необходи-
мости создания динамических моделей, способных пред-
сказывать поведение биологической системы, учитывая 
влияние таких немаловажных факторов, как интенсив-
ность освещения и присутствие питательных веществ. 
Целью данной работы является создание модели для 
цианобактерий Arthrospira platensis на основе моделей 
Monod и Droop, с учетом концентрации питательных 
веществ, интенсивности освещения и степени проникно-
вения света в толщу растущей культуры. В то время как 
температура также является фактором, в значительной 
мере влияющим на продукцию фикоцианина, предыду-
щие исследования показали, что оптимальным является 
узкий промежуток между 25 и 30 °C, и поэтому в об-
суждаемом исследовании была использована температура 
28 °C. В ходе экспериментов было найдено, что для роста 
клеток и синтеза фикоцианина являются оптимальными 
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различные интенсивности освещения, 282 и 137 мкмоль 
м-2 с-1 соответственно, а также было продемонстрировано 
негативное влияние высоких концентраций нитратов на 
синтез фикоцианина. Составленные модели обнаружили 
хорошую точность, исключая позднюю стационарную 
фазу, предположительно из-за того, что освещение 
было слишком низким для активации фотосинтеза, что 
выходит за пределы эффективного функционирования 
модели Aiba. С помощью таких моделей были получены 
обоснования для ранее наблюдаемых экспериментальных 
фактов. При достижении значительной концентрации 
биомассы (около 50 часов роста) поглощение света стано-
вится достаточно интенсивным для того, чтобы скорость 
роста цианобактерий в центре растущей культуры падала 
практически до нуля, в то время как вблизи внешней 
поверхности фотобиореактора наблюдался экспоненци-
альный рост. В то же время синтез фикоцианина, опти-
мальными для которого являются значительно более низ-
кие значения интенсивности освещения, падает вблизи 
внешней поверхности, где клеткам не нужно высокое его 
содержание. Однако синтез поднимается в толще расту-
щей культуры, пока не будет достигнута интенсивность 
поглощения, ограничивающая способность к фотосинтезу 
настолько, что клетки начинают перерабатывать фико-
цианин в другие азотозапасающие вещества (около 200 
часов). При перемешивании культуры клетки, попадая из 
толщи на поверхность, начинают поглощать накопленный 
фикоцианин. Добавление нитратов может оказывать как 
положительный, так и отрицательный эффекты на полное 
количество фикоцианина из-за ускоренного роста био-
массы, приводящего к более значительному поглощению 
света; оптимальными являются сравнительно невысокие 
значения содержания нитратов в среде. Данные модели 
могут быть доработаны для включения дополнительных 
факторов, таких как содержание фосфора в среде, но их 
применение в крупномасштабном производстве может 
быть затруднено из-за необходимости учета динамики 
перемешивания культуры.

В работе [12] были изучены возможности опти-
мизации процесса синтеза фикоцианина-С цианобакте-
риями Arthrospira platensis при помощи искусственных 
нейронных сетей. Одним из главных недостатков ис-
кусственных нейронных сетей являются требования 
больших объемов данных для обучения. Для преодоления 
этого недостатка для обучения искусственной нейронной 
сети при помощи ранее сконструированной модели были 
сгенерированы наборы обучающих данных, в которые 
для создания вариативности были искусственно внесены 
шумы различных величин, а также были проведены три 

эксперимента с различными значениями содержания 
нитратов в среде для проверки работы модели. Было 
показано, что как слишком большие, так и слишком 
малые значения вносимой ошибки не позволяют улуч-
шить производительность нейронной сети, в то время 
как внесение ошибки с оптимальной величиной около 
3% позволяет улучшить производительность нейронной 
сети только за счет математической обработки имею-
щихся данных без необходимости получения новых. На 
основе полученных данных была проведена оптимизация 
условий для 12-дневного процесса культивирования и 
получен прирост синтеза фикоцианина-С в 85,6%, что 
говорит о высокой эффективности нейросетевой стра-
тегии оптимизации. Системы на основе ИНС также 
использовались для исследования роста микроводорос-
лей Spirulina platensis в работе [28], в которой микро-
водоросли выращивались в условиях открытого пруда. 
Отсутствие возможности контролировать такие условия, 
как интенсивность освещения, температура и количество 
растворенного кислорода, значительно усложняет куль-
тивирование открытым методом, но преодоление этих 
недостатков позволит значительно увеличить масштабы 
производства. Применение ИНС дало возможность до-
быть достаточно хорошие результаты, используя для об-
учения данные, полученные за 12 суток роста культуры. 
Исследование эффективности обучения ИНС на данных 
о более кратком периоде культивирования при прочих 
равных условиях выявило, что каждые дополнительные 
трое суток приводят к линейному росту R2 до достижения 
12 суток, после чего значительных улучшений точности 
не наблюдается. Минимальное количество данных, не-
обходимых для обучения, служит важным параметром 
для создания систем управления, определяя скорость их 
реакции на изменения, происходящие в системе.

В исследовании [5] разрабатывалась система 
непрерывного наблюдения за ростом культуры с ис-
пользованием ИНС для контроля параметров среды. 
Правильное определение времени сбора культуры 
представляет собой одну из главных задач оптимизации 
культивирования, и создание полностью автоматической 
системы наблюдения позволило бы существенно умень-
шить трудозатраты при непрерывном промышленном 
культивировании микроводорослей, спрос на которые 
заметно превосходит предложение в настоящий момент 
и продолжает расти. Разработанная система контроля 
имеет датчики температуры, кислотности и содержания 
растворенного кислорода. Поддержание температуры 
в пределах от 29 до 32 °C обеспечивается при помощи 
нагревательного элемента и вентилятора, в то время 
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как кислотность контролируется добавлением в среду 
углекислого газа и гидроксида натрия. ИНС измеряет 
плотность клеток в культуре на основе значений RGB 
и освещенности. ИНС содержит один скрытый слой из 
24 искусственных нейронов и обучена на 300 примерах, 
достигая среднеквадратичной ошибки определения плот-
ности в 0,0047813. Система показала себя значительно 
более эффективной по сравнению с традиционным ме-
тодом культивирования без контроля параметров среды, 
позволяя добиться увеличения скорости роста на 39,52%.

Заключение

Искусственные нейронные сети, а также веро-
ятностные нейронные сети являются хорошо показав-
шими себя инструментами для решения многих задач 
биологии и смежных областей. В задачах, где требуется 
работа со сложными системами, плохо поддающимися 
алгоритмическому описанию, архитектура нейросетевых 
алгоритмов позволяет им достигать значительно лучших 
результатов, чем традиционные алгоритмы обработки 
данных. В то же время вероятностные нейронные сети 
способны эффективно решать задачи распознавания. 
Использование искусственных нейронных сетей дает воз-
можность добиться существенных результатов в решении 
различных задач, возникающих при культивировании 
микроводорослей, а также для получения БАВ.

Работа выполнена в рамках тематического 
плана НИОКР на 2021 год «Фундаментальные меж-
дисциплинарные исследования в нано-, био-, инфо- и 
когнитивных технологиях» по п. 1.12. «Разработка 
научно-технических основ для создания автономных 
систем жизнеобеспечения для использования в усло-
виях Крайнего Севера, Арктики и космоса».
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MODERN TRENDS IN THE USE OF NEURAL NETWORK ALGORITHMS  
IN BIOTECHNOLOGY OF PHOTOTROPHIC MICROORGANISMS

P.S. NAZIN, K.V. GORIN, P.M. GOTOVTSEV, R.G. VASILOV

Scientific Research Centre «Kurchatov Institute», Moscow

The authors provide an overview of data on artificial neural networks (ANNs), including multilayer perceptronic ANNs with 
backpropagation of errors, ANNs with deep learning, and convolutional ANNs. They also considered modern developments: to improve 
the performance of ANNs, to overcome various disadvantages that arise in their practical application, to the success of using various 
types of ANNs in different fields of biology, microbiology, medicine and related disciplines. Attention is drawn to the possibility of 
using ANN to work with phototrophic microorganisms.
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