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К читателям

Четвертый номер журнала за 2019 год традиционно содержит блок оригинальных статей и обзоров. В разделе 
оригинальных работ помещена статья Зубовой М.Ю., Нечаевой Т.Л., Загоскиной Н.В. (Институт физиологии 
растений им. К.А. Тимирязева РАН), в которой изложены результаты изучения образования и компартментали-
зации представителей вторичного метаболизма растений – проантоцианидинов – в каллусных культурах чайного 
растения Camellia sinensis (L.) Kuntze.

Далее идут экспериментальные статьи из НИЦ «Курчатовский институт». В работе Труфановой А.С., Ба-
биченко Н.П., Сергеевой Я.Э. осуществлена оптимизация выделения фикоцианина из биомассы цианобактерии 
Arthrospira platensis. Вишневской М.В. с коллегами создан новый микробный топливный элемент с использованием 
Gluconobacter oxydans, который после дальнейших усовершенствований может послужить для очистки городских 
сточных вод.

Группа казанских специалистов под руководством профессора Багаевой Т.В. выполнила исследование «Срав-
нительная характеристика ферментов углеводного обмена у бактерий Escherichia fergusonii E3 и Escherichia coli». 
Наибольшая активность была обнаружена у бета-галактозидазы Escherichia fergusonii E3 в клеточных экстрактах.

Большой авторский коллектив из Ставропольского противочумного института (Жарникова И.В. и др.) пред-
ставил итоги сравнительного анализа биотехнологии получения эритроцитарных и латексных диагностикумов для 
выявления возбудителя туляремии на основе проведения соответствующих реакций.

Бибиков Д.Н. и др. (Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов-
ский государственный аграрный университет имени Н.И. Вавилова) экспериментально обосновали возможность 
производства новой формы туляремийной вакцины – лиофилизата во флаконах. Ими разработан новый состав 
среды высушивания туляремийного микроба вакцинного штамма 15 НИИЭГ. Определены оптимальные параметры 
лиофилизации и исследованы спецификационные характеристики вакцины.

Публикуется ряд актуальных обзоров. Так, Карякин Д.О., Щеголькова Н.М. (Институт водных про-
блем РАН, Факультет почвоведения МГУ им. М.В. Ломоносова) обсудили проблемы использования биомассы 
микроводорослей для очистки стоков и получения биогаза. Демидова Г.В. (Ростовский-на-Дону противочумный 
институт) проанализировала возможности нематоды Caenorhabditis elegans как биологической модели для изучения 
патогенетических свойств холерного вибриона. Кузнецова Е.М. с соавторами из Российского научно-исследова-
тельского противочумного института «Микроб» с использованием литературного и собственного материала дали 
обзор комплексного методического подхода для выделения иммунобиологически активных антигенных компонентов 
внешних мембран туляремийного микроба.

Сухинов Д.В. с соавт. (НИЦ «Курчатовский институт», МФТИ) представили первую часть своего обзора, 
посвященного рассмотрению современных технологий и подходов в разработке систем жизнеобеспечения обитаемых 
космических аппаратов.

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

КОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 581.1

ОБРАЗОВАНИЕ И КОМПАРТМЕНТАЛИЗАЦИЯ ПРОАНТОЦИАНИДИНОВ 
В IN VITRO КУЛЬТУРАХ ЧАЙНОГО РАСТЕНИЯ 

М.Ю. ЗУБОВА*, Т.Л. НЕЧАЕВА, Н.В. ЗАГОСКИНА

Институт физиологии растений им. К.A. Тимирязева РАН, Москва

Впервые изучены накопление и компартментализация таких представителей вторичного метаболизма растений, как 
проантоцианидины, в каллусных культурах чайного растения (Camellia sinensis (L.) Kuntze), выращиваемых в темноте и 
перенесенных в световые условия. Показаны отличия в содержании и распределении растворимых и нерастворимых их форм 
у гетеротрофной культуры и культуры, выращиваемой на свету. В условиях освещения рост каллусных культур чая замедлялся, 
а количество проантоцианидинов снижалось, что не отмечалось при их выращивании в темноте. 

Ключевые слова: чайное растение, Camellia sinensis (L.) Kuntze, каллусные культуры, проантоцианидины, компар-
тментализация, влияние света.
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Введение

Высшие растения обладают способностью к об-
разованию различных вторичных метаболитов, в том 
числе наиболее распространенных их представителей 
– фенольных соединений или полифенолов [7]. К 
их числу относятся проантоцианидины, являющиеся 
производными флаван-3-олов и представленные как 
олигомерными, так и полимерными формами [14]. На-
копление этих веществ характерно преимущественно 
для древесных и кустарниковых растений, где они об-
наружены в плодах, семенах, коре, стеблях, листьях, а 
также корнях [18].

В последнее десятилетие проантоцианидины вы-
зывают большой интерес у исследователей. Установлено 
их участие в защите растений от действия различных 
биотических и абиотических факторов: бактериальных 
и грибковых патогенов, насекомых-вредителей, УФ-Б 
радиации и др. [15, 17]. Кроме того, проантоцианидины 
могут участвовать в формировании клеточной стенки 
растений, прочно связываясь с ней [18].

Проантоцианидины проявляют биологическую 
активность и при поступлении в организм человека в со-
ставе растительных продуктов или в качестве биодобавок, 
о чем сообщалось в литературе [15, 17, 18]. Отмечалось 
их участие в защите клеток от действия активных форм 

кислорода, проявлении противоопухолевой, антибак-
териальной, антимутагенной, иммуномодулирующей и 
капилляр-укрепляющей активности [13].

Использование in vitro культур клеток и тканей яв-
ляется одним из актуальных подходов как при изучении, 
так и при получении биологически активных веществ рас-
тительного происхождения, к которым относятся различ-
ные вторичные метаболиты [19]. Их преимуществами, 
по сравнению с интактными растениями, служит более 
простой уровень внутритканевой и внутриклеточной 
организации, рост в строго контролируемых условиях, 
а также сохранение специфики метаболизма исходных 
тканей [1, 16].

Известно, что растения чая (Camellia sinensis 
(L.) Kuntze) обладают специализированным обменом, 
направленным на биосинтез различных полифенолов, 
в том числе и проантоцианидинов, и эта особенность 
сохраняется при их выращивании в условиях in vitro 
[8, 22]. Одним из факторов, активизирующих их на-
копление в культурах чая, является свет [3]. Однако 
вопросы образования проантоцианидинов при этом не 
рассматривались.

Целью нашей работы стало изучение особенностей 
образования и компартментализации проантоцианидинов 
в каллусных культурах чайного растения, выращиваемых 
в темноте и перенесенных в световые условия.

Материалы и методы

В работе использовали каллусные культуры, 
инициированные из стеблей молодых побегов чайного 
растения (Camellia sinensis (L.) Kuntze). Культуры 
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выращивали в темноте при температуре 26 °С и относи-
тельной влажности воздуха 70% на модифицированной 
питательной среде Хеллера, содержащей 2,4-дихлор-
феноксиуксусную кислоту (5 мг/л) и глюкозу (25 г/л). 
При проведении исследований часть каллусов переносили 
в условия 16-часового фотопериода (интенсивность ос-
вещения 5000 люкс). Длительность пассажа составляла 
42 дня. При проведении опытов период роста культур 
был продлен до 54 дней.

В течение всего периода выращивания отбор 
каллусов проводили на различных этапах роста, опре-
деляя прирост биомассы и ее оводненность, а также 
содержание растворимых и нерастворимых форм про-
антоцианидинов.

Рост культур оценивали стандартным методом, 
измеряя прирост биомассы каллусов за определенный 
период культивирования [12]. Содержание воды опре-
деляли после высушивания каллусов до постоянного веса 
при 70 °С.

Проантоцианидины извлекали из растительного 
материала 96%-ным этанолом в течение 40 мин при 
45 °С. Гомогенат центрифугировали (16000 об/мин, 
10 мин) и надосадочную жидкость использовали для 
спектрофотометрического определения растворимых про-
антоцианидинов с бутанольным реактивом (поглощение 
при 550 нм) [6]. Осадок, оставшийся после отделения 
надосадочной жидкости, несколько раз промывали 
96%-ным раствором этанола, после чего обрабатывали 
бутанольным реактивом для определения содержания 
нерастворимых (связанных) форм проантоцианидинов 
[20]. Содержание проантоцианидинов выражали в 
условных единицах (усл. ед./г сухой массы), исходя из 
показаний Е550.

Опыты проводили в двух аналитических и трех-
пяти биологических повторностях. Результаты экспери-
ментов статистически обрабатывали с использованием 
программ SigmaPlot 12.3. и Excel. В таблицах и на гра-
фиках представлены средние арифметические значения 
определений и их стандартные ошибки. Надстрочные 
символы обозначают достоверность различий средних 
значений по t-критерию Стьюдента при p≤0,050.

Результаты и обсуждение

Гетеротрофная каллусная культура стебля чай-
ного растения представляла собой медленно растущий 
плотный каллус светло-бежевого цвета (рис. 1А). К 
концу пассажа она приобретала более темный цвет, что, 
вероятно, является следствием ее старения (рис. 1Б).

 
 А Б
Рис. 1. Внешний вид гетеротрофной каллусной ткани 
стебля чайного растения (А и Б – начало и конец цикла 
культивирования, соответственно)

Перенесение культуры в условия 16-часового 
фотопериода приводило к изменениям ее морфофи-
зиологических характеристик. К 27-му дню выра-
щивания каллусы приобретали слабое желто-зеленое 
окрашивание, обусловленное формированием на их 
поверхности клеток, имеющих зеленоватый цвет (рис. 
2А). К 40-му дню роста они имели более выражен-
ное зеленое окрашивание (рис. 2Б). Эти изменения 
свидетельствуют о формировании в клетках каллусов 
чая хлоропластов, что происходило достаточно быстро 
(уже после 20-дневного воздействия света). Следова-
тельно, для клеток чая, выращиваемых в условиях in 
vitro, характерен быстрый процесс деэтиоляции, как и 
для интактных растений [2].

 
 А Б
Рис. 2. Внешний вид каллусной ткани стебля чайного 
растения, выращиваемой в условиях 16-часового фото-
периода (А и Б – начало и конец цикла культивирова-
ния, соответственно)

Следующей нашей задачей было изучение динами-
ки роста каллусных тканей чайного растения, выращива-
емых в темноте и перенесенных в световые условия (рис. 
3). Для гетеротрофных каллусов характерен линейный 
рост до 47-го дня культивирования (рис. 3А). К концу 
этого периода прирост биомассы достигал 308%, а затем 
резко снижался (до 250%), что характерно для фазы 
гибели клеток.

Перенесение гетеротрофной каллусной культуры 
чая в световые условия приводило к изменениям ее роста, 
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которое проявлялось лишь после 33-го дня культиви-
рования (рис. 3Б). На начальном этапе выращивания 
прирост биомассы у обеих культур был одинаков. В 
дальнейшем (33–40-й дни выращивания) у каллусов, 
растущих в световых условиях, он снижался, затем вновь 
возобновлялся, а после 47-го дня культура переходила к 
стационарной фазе роста. Все эти изменения могут быть 
следствием наличия в каллусах чая клеток с различным 
уровнем плоидности [4, 10]. Следует также отметить 

более низкий прирост биомассы в конце пассажа у куль-
туры, выращиваемой на свету, который был на 30% ниже 
по сравнению с гетеротрофным каллусом.

Еще одним важным аспектом при оценке мор-
фофизиологического состояния каллусных культур 
растений является определение в них содержания 
воды [12]. В каллусах чая оно составляло 88–92% 
и зависело от фазы роста и условий выращивания 
культуры (табл. 1).

 
 А Б

Рис. 3. Динамика роста гетеротрофной каллусной культуры стебля чайного растения (А) и культуры,  
перенесенной в условия освещения (Б)

Таблица 1
Изменения содержания воды по мере роста каллусной культуры стебля чайного растения  

в темноте и после перенесения в световые условия (16-часовой фотопериод)
Дни роста

Условия 
выращивания

12 20 27 33 40 47 54 

Темнота 90,62±0,41а 90,79±0,48 а 90,60±0,22а 92,93±0,71b 92,00±0,05b 92,60±0,66b 91,57±0,28а

Свет 90,66±0,06а 89,83±0,49 а 91,70±0,37а 90,99±0,80а 89,51±0,05а 89,44±0,37а 88,03±2,73а

Примечание: содержание воды в культурах выражено в % по сырой массе. Надстрочные латинские буквы обозначают 
достоверность различий средних значений при p<0,05

Оводненность гетеротрофных каллусов чая не-
значительно изменялась в течение пассажа. При этом в 
первой его половине она была ниже, чем во второй, что 
свидетельствует о повышении степени вакуолизации кле-
ток по мере их роста [5]. В конце пассажа оводненность 
каллусов снижалась, что совпадало с резким уменьшени-
ем ее биомассы, возможно, периодом деградации клеток. 
У культуры содержание воды в клетках было ниже, чем 
у гетеротрофной, что коррелирует с данными по ее био-
массе (см. рис. 2).

Все вышеизложенное позволяет заключить, что 
каллусные культуры стебля чайного растения, выращи-
ваемые в темноте или перенесенные в световые условия, 
отличались по морфофизиологическим характеристикам, 
характеру роста и оводненности клеток.

Как уже отмечалось выше, проантоцианидины, 
представляющие собой олигомерные и полимерные формы 
флаван-3-олов, можно отнести к главным компонентам фе-
нольного комплекса чайного растения и инициированных 
из них каллусных культур [8, 22]. Эти соединения могут 

М.Ю. Зубова и др., с. 5–10
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быть представлены как свободными (растворимыми), так 
и связанными, преимущественно, с клеточными стенками 
(нерастворимыми) соединениями [17, 20].

Как следует из полученных данных, в гетеротроф-
ной каллусной культуре чая характер накопления как рас-
творимых проантоцианидинов, которые извлекаются из 
растительных тканей этанолом, так и нерастворимых их 
форм (связанных с клеточными стенками) был схож (рис. 
4). При этом содержание нерастворимых проантоциани-

динов было выше, нежели растворимых. В случае интакт-
ных растений тенденция обычно противоположна [20]. 
Следовательно, способность гетеротрофной каллусной 
ткани чая накапливать большие количества связанных 
форм проантоцианидинов является ее особенностью и 
свидетельствует об активации метаболизма этих соеди-
нений в условиях in vitro, а также предпочтительной их 
компартментализации в клеточных стенках и, возможно, 
мембранных структурах [14, 17, 18].

 
 А Б
Рис. 4. Изменения в содержании растворимых (А) и нерастворимых (Б) проантоцианидинов в процессе роста гете-
ротрофной каллусной культуры стебля чайного растения. Примечание: достоверные различия средних значений при 

p<0,05 отмечены разными латинскими буквами над барами

Изучение накопления различных форм проанто-
цианидинов в каллусе чая, выращиваемом в темновых 
условиях, показало сходные тенденции в отношении их 
образования в течение пассажа. В большинстве случаев 
их уровень был практически равным и составлял для 
растворимых проантоцианидинов в среднем 100 усл. 
ед./г сухой массы, а для нерастворимых – 170 усл. 
ед./г сухой массы. Исключением были лишь культуры 
27- и 40-дневного возраста, у которых содержание рас-
творимых проантоцианидинов было ниже на 50 и 30%, 
соответственно, а содержание нерастворимых – на 60 и 
15%. Аналогичная тенденция к резкому снижению сум-
марного содержания фенольных соединений и флаванов 
в каллусах чая в середине пассажа отмечалась и для этой 
культуры и ранее [данные не опубликованы]. Возмож-
но, эти изменения в содержании проантоцианидинов в 
гетеротрофном каллусе чая могут являться следствием 
гетерогенности его клеток по уровню плоидности, что 
присуще in vitro культурам растений [11]. Кроме того, 
в целом нет четкой взаимосвязи между ростом гетеро-
трофной культуры чая и ее способностью к накоплению 
этих представителей полифенолов, которые синтези-

руются на завершающих этапах биогенеза фенольных 
соединений [14]. Именно этим, вероятно, и объясняется 
«стабильность» накопления проантоцианидинов, в том 
числе в нерастворимой (связанной) форме, в культуре 
чайного растения, выращиваемой в темноте, что имеет 
важное значение для укрепления клеточных стенок 
(вместо или вместе с лигнином), о чем сообщалось в 
литературе [15, 18]. 

Перенесение гетеротрофной культуры чая в свето-
вые условия выращивания способствовало изменениям 
в накоплении проантоцианидинов, которое было прак-
тически равным для растворимых и связанных форм и в 
среднем составляло 100 усл. ед./г сухой массы (рис. 5). 
Несмотря на эту особенность световой культуры, дина-
мика их образования была схожей с таковой культуры, 
выращиваемой в темноте. 

На начальных этапах роста каллусов чая на свету 
(до 20-го дня) содержание этих двух форм проантоци-
анидинов сохранялось на уровне культуры, растущей в 
темноте. В течение всего последующего периода культи-
вирования оно постепенно снижалось и к концу пассажа 
уменьшалось почти на 30% (см. рис. 5). 
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 А Б

Рис. 5. Изменения в содержании растворимых (А) и нерастворимых (Б) проантоцианидинов в процессе роста 
каллусной культуры стебля чайного растения, перенесенной в условия освещения (16-часовой фотопериод). Приме‐

чание: достоверные различия средних значений при p<0,05 отмечены разными латинскими буквами над барами

Исключение составляло лишь содержание рас-
творимых проантоцианидинов (см. рис. 5А), которое на 
40-й день роста каллусов на свету резко увеличивалось, 
а затем (47-й день) вновь снижалось, что согласуется с 
данными по ростовой активности (см. рис. 3Б). Сопо-
ставляя эти параметры, можно предположить, что при 
снижении прироста биомассы у 40-дневных культур чая, 
выращиваемых на свету, накопление в них растворимых 
проантоцианидинов увеличивалось, тогда как при по-
вышении (47-й день) – уменьшалось. О подавлении 
фенольными соединениями ростовых процессов у рас-
тительных тканей сообщалось в литературе [9]. 

Заключение

Все вышеизложенное позволяет заключить, что в 
каллусных культурах чайного растения проантоцианиди-
ны присутствуют как в свободном (растворимом), так и 
в связанном (нерастворимом) виде. Причем, у гетеро-
трофных каллусов, выращиваемых в темновых условиях, 
связанные формы проантоцианидинов преобладали над 
свободными, что, возможно, свидетельствует об их 
важном «вкладе» в формирование и укрепление клеточ-
ных стенок [14, 15, 18]. Перенесение культур чайного 
растения в световые условия выращивания (16-часовой 
фотопериод) приводило к изменениям их морфофизио-
логических характеристик, формированию хлоропластов, 
снижению интенсивности роста и образования про-
антоцианидинов, что в большей степени проявлялось 
на уровне нерастворимых их форм, локализованных 
преимущественно в клеточных стенках каллусов. Все 

это свидетельствует о важной роли света в регуляции 
биосинтеза и компартментализации проантоцианидинов 
в каллусной культуре чайного растения.
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FORMATION AND COMPARTMENTALIZATION OF PROANTHOCYANIDINES 
IN TEA PLANT IN VITRO CULTURES

M.Yu. ZUBOVA, T.L. NECHAEVA, N.V. ZAGOSKINA

K.A. Timiryazev Institute of Plant Physiology RAS, Moscow

For the first time, the accumulation and compartmentalization of such representatives of plants secondary metabolism as 
proanthocyanidins in tea plant callus cultures (Camellia sinensis (L.) Kuntze), grown in the dark and transferred to the light conditions, 
were studied. Differences in the content and distribution of their soluble and insoluble forms are shown for a heterotrophic culture and a 
culture grown in the light. Under lighting conditions, the growth of tea callus cultures slowed down, and the number of proanthocyanidins 
decreased, which was not observed for the grown in the dark culture.

Keywords: tea plant, Camellia sinensis (L.) Kuntze, callus cultures, proanthocyanidins, compartmentalization, light influence.
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Введение

Для захвата энергии света в клетках растений и 
водорослей присутствуют хлорофиллы a и b, что позволяет 
этим организмам быть фотосинтетически активными в диа-
пазоне длин волн 400–700 нм. Цианобактерии и красные 
водоросли ввиду наличия только хлорофилла a поглощают 
свет, главным образом, в синей и красной области видимого 
спектра. Для компенсации и оптимизации сбора световой 
энергии в тилакоидной мембране данных организмов со-
бираются супрамолекулярные комплексы, известные как 
фикобилисомы, ответственные за поглощение в диапазоне 
500–660 нм [12, 22]. Каждая фикобилисома состоит из 
окрашенных белков, называемых фикобилипротеинами. 
Эти молекулы расположены в форме антенны таким об-
разом, что поглощенная энергия направляется в реакцион-
ный центр фотосистемы II с эффективностью более 95%. 
В результате цианобактерии и красные водоросли могут 
использовать красный, желтый, зеленый и, в меньшей 
степени, синий свет [22]. Фикобилипротеины считаются 
дополнительными пигментами хлорофилла.

В зависимости от цвета, который определяется 
хромофором, фикобилипротеины разделены на три 
класса: аллофикоцианин (зелено-голубого цвета, max 
650 нм), фикоцианин (синего цвета, max620 нм), 
фикоэритрин (красного цвета, max565 нм). 

Наиболее широко используемым фикобилипроте-
ином является фикоцианин (ФЦ). Возможность приме-
нения ФЦ диктуется его чистотой, которая определяется 
соотношением максимумов поглощения при 620 и 280 
нм. Считается, что чистота пищевого фикоцианина не 
превышает 0,7, для фикоцианина градации «реагент» 
величина данного показателя составляет от 0,7 до 3,9, 
более 4 – аналитический фикоцианин. От чистоты зави-
сит и его рыночная цена, например, пищевой фикоцианин 
оценивается примерно в 0,13 долл. США за миллиграмм, 
в то время как стоимость реагента или аналитического 
фикоцианина сорт может составлять до 15 долл. США 
за миллиграмм [7].

Изначально обладая насыщенным, ярким цветом, 
фикоцианин рассматривался в качестве альтернативы 
синтетическим красителям в пищевой и косметической 
индустрии. Доказано [14, 19], что фикоцианин не ток-
сичен и на данный момент он официально разрешен к 
применению в пищевой промышленности. 

Особые свойства ФЦ показали возможность его 
применения в различных областях, в том числе в качестве 
флуоресцентного зонда для иммунодиагностики и пер-
спективного терапевтического агента при окислительном 
стрессе [6, 13, 15, 17, 18, 20, 25]. Применение ФЦ в 
медицине обусловлено его противовоспалительными, 
противовирусными, противораковыми, иммуностимули-
рующими и антиоксидантными свойствами [5, 10, 21].

Согласно литературным данным, природными 
источниками ФЦ являются различные виды циано-
бактерий, такие как: Synechococcus sp., Limnothrix 
sp., Synechocyst is aquatilis, Phormidium fragile, 
Arthronema africanum, Aphanizomenon flosaquae, 
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Phormidium sp., Calothrix sp., Spirulina fusiformis, 
Spirulina maxima, Spirulina platensis и Arthrospira 
platensis [11]. При этом содержание ФЦ может от-
личаться в зависимости от вида цианобактерий и ус-
ловий культивирования биомассы. В настоящее время 
активно проводятся дополнительные исследования, 
направленные на увеличение содержания ФЦ в био-
массе цианобактерий, путем изменения различных 
параметров условий культивирования биомассы [16]. 
По данным литературы, цианобактерия Arthrospira 
platensis является основным источником ФЦ, содер-
жание которого составляет 39,2–67,8 мг/г, а чистота 
может достигать 6,69 [11]. 

В общем случае процесс получения ФЦ из био-
массы Arthrospira platensis (A. platensis) можно разделить 
на два этапа: 

1. Непосредственно процесс выделения – экс-
тракции из биомассы (сухой или влажной) с исполь-
зованием различных экстрагентов и способов пред-
варительной обработки биомассы (замораживание/
оттаивание, микроволновая и ультразвуковая экстракция 
и др.). Конечным продуктом этой стадии является так 
называемый сырой экстракт ФЦ, чистота которого, как 
правило, не превышает 1.

2. Стадия дополнительной очистки сырого экс-
тракта для получения ФЦ желаемой чистоты различны-
ми методами, в том числе: осаждение сульфатом аммония, 
хроматография, диализ и др.

Следует отметить, что на эффективность выде-
ления ФЦ влияют различные факторы, включая метод 
разрушения клеток, тип экстрагента, концентрацию био-
массы и время экстракции [1, 23]. Основная проблема 
экстракции ФЦ обусловлена наличием многослойной 
клеточной стенки и большого количества загрязняющих 
веществ [20]. 

Целью настоящей работы является оптимизация 
условий выделения ФЦ как из свежесобранной био-
массы цианобактерии Arthrospira platensis В-12619, так 
и из коммерческой сухой биомассы «Спирулина-Сочи 
НЦ-ВК».

Материалы и методы

Объекты исследования: свежесобранная биомасса 
цианобактерии Arthrospira platensis В-12619 (ВКПМ) 
и коммерческая сухая биомасса «Спирулина-Сочи НЦ-
ВК» (ООО «Агро-Виктория», Россия). 

Условия выделения фикоцианина: температура 
проведения экстракции (4±1 °С, 25±1 °С), способ 

предварительной обработки биомассы (без обработки, 
трехкратный цикл замораживания/оттаивания, ультра-
звуковая на УЗ-ванне («Сапфир» 2,8 л (220 Вт, 50 кГц, 
Россия) или УЗ-гомогенизаторе (Hielscher UIP500 D 
(500 Вт, 20 кГц, Германия)) и количество биомассы (мг/
мл) указаны для каждого варианта опыта. В качестве 
экстрагента использовали натрий-фосфатный буфер (рН 
7,0). Обработку биомассы ультразвуком проводили при 
охлаждении, режим озвучивания: УЗ-гомогенизатора 
периодический (20 с озвучивание, 10 секунд пауза), 
УЗ-ванны – постоянный. 

Количественное определение фикоцианина. При 
оценке эффективности используемых методов экстрак-
ции ФЦ сравнивали показатели его выхода (мг/г асб) 
и чистоты. Спектры поглощения растворов фикоцианина 
снимали на спектрофотометре Thermo Scientific Genesys 
10S UV-Vis (США).

Содержание и чистоту С-РС рассчитывали по 
формулам:

[2],

[3],

где А

 – оптическая плотность при  нм.

Результаты и обсуждение

Влияние температуры проведения экстракции 
на выход и чистоту ФЦ. В большинстве из опублико-
ванных исследований для экстракции ФЦ используется 
фосфатный буфер (рН 7,0) и процесс исчерпывающей 
экстракции проводят либо при комнатной температуре 
(25 °С), либо при 4 °С. Поэтому на первом этапе ис-
следований рассмотрели влияние температуры на выход 
и чистоту ФЦ при концентрации нативной биомассы 1,5 
мг/мл. Полученные результаты представлены на рисунке 
1. Из приведенного рисунка видно, что при выделении 
ФЦ из свежесобранной биомассы A. platensis В-12619 
выход (178,5 мг/г при 4 °С и 144,8 мг/г при 25 °С) и чи-
стота (0,96 и 0,84 соответственно) выше при проведении 
процесса экстракции при 4 °С. В случае использования в 
качестве исходного сырья коммерческой биомассы выход 
ФЦ несколько выше (112,4 и 104,3 мг/г) при проведе-
нии процесса при комнатной температуре, однако при 
этом показатель чистоты несколько снижается.
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Рис. 1. Влияние температуры проведения экстракции на выход и чистоту фикоцианина:  
А – Arthrospira platensis В-12619; Б – Спирулина-Сочи НЦ-ВК

Таким образом, при проведении дальнейших ис-
следований для достижения оптимального соотношения 
выход/чистота процесс экстракции ФЦ проводили при 
4 °С. 

Влияние концентрации биомассы (мг/мл) на 
выход и чистоту С‐фикоцианина. Как упоминалось 
ранее, одним из факторов, влияющих на степень извле-
чения ФЦ, является соотношение биомасса – объем экс-

трагента или концентрация биомассы (мг/мл). Поэтому 
на следующем этапе исследований было рассмотрено 
влияние концентрации биомассы на выход и чистоту 
ФЦ. Полученные результаты представлены на рисунке 
2. Как видно из приведенных результатов, диапазон 
оптимальных концентраций для получения наилучшего 
соотношения выход/чистота ФЦ независимо от типа 
исходного сырья составил от 1 до 10 мг/мл. 

     

Рис. 2. Влияние концентрации биомассы на выход и чистоту фикоцианина:  
А – A. platensis B-12619; Б – Спирулина НЦ-ВК

Таким образом, концентрация биомассы при даль-
нейших исследованиях составляла 5 мг/мл.

Влияние метода предварительной обработки био‐
массы A. platensis на выход и чистоту C‐фикоцианина. 
На полноту извлечения ФЦ влияет способ предваритель-
ной обработки биомассы. Так, в ряде работ [например, 4, 8] 
показано, что 3-кратный цикл замораживания/оттаивания 
(-20 °С/25 °С) нарушает целостность клеточный стенки 
A. platensis, что приводит к повышению выхода ФЦ. 
Кроме того, одним из широко используемых способов 
разрушения клеток является обработка ультразвуком [24].

На следующем этапе работы исследовали вли-
яние способа предварительной обработки биомассы: 
путем 3-кратного цикла замораживая/оттаивания и 
воздействием ультразвука (ультразвуковая ванна или 
ультразвуковой гомогенизатор) на выход и чистоту ФЦ. 
Все параметры проведения процесса экстракции были 
идентичны (концентрация биомассы составила 5 мг/мл, 
процесс экстракции проводили при 4 °С). 

Результаты приведены на рисунках 3–5, за кон-
троль принимали показатели, полученные при экстракции 
из биомассы без какой-либо предварительной обработки. 

А.С. Труфанова и др., с. 11–16
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Рис. 3. Влияние предварительного 3-кратного цикла замораживания/оттаивания на выход и чистоту фикоцианина: 
А – A. platensis B-12619; Б – Спирулина НЦ-ВК

     

Рис. 4. Влияние предварительной УЗ-обработки (УЗ-ванна) биомассы на выход и чистоту фикоцианина:  
А – A. platensis B-12619; Б – Спирулина НЦ-ВК

     

Рис. 5. Влияние предварительной УЗ-обработки (УЗ-гомогенизатор) биомассы на выход и чистоту фикоцианина:  
А – A. platensis B-12619; Б – Спирулина НЦ-ВК

При использовании 3-кратного цикла заморажи-
вания/оттаивания выход ФЦ из свежесобранной био-
массы A. platensis увеличился до 208,8 мг/г, при этом 
показатель чистоты остался практически неизменным. 

Что касается коммерческой биомассы, то рассмотренный 
способ предварительной обработки биомассы не оказал 
существенного влияния как на выход ФЦ, так и на его 
чистоту.
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При обработке биомассы (коммерческой и све-
жесобранной) ультразвуковым гомогенизатором уже на 
первой минуте происходило разрушение клеток биомассы 
A. platensis, резко увеличивалось содержание водо-
растворимых примесей, и раствор приобретал зеленый 
оттенок. Увеличение времени обработки биомассы уль-
тразвуком приводило к разрушению целевого продукта: 
снижались его выход и чистота (см. рис. 4).

На основании полученных результатов можно 
сделать вывод о том, что краткосрочная обработка био-
массы цианобактерии с помощью УЗ-гомогенизатора 
приводила к повышению выхода ФЦ на 15 и 33% для 
свежесобранной и коммерческой биомассы соответствен-
но; при этом показатель чистоты ФЦ резко снижался: с 
1,04 до 0,71 и с 0,57 до 0,44 соответственно. 

Обработка биомассы ультразвуком на УЗ-ванне 
не оказала положительного эффекта как на выход ФЦ, 
так и на его чистоту (см. рис. 5); следовательно, данный 
способ предварительной обработки биомассы не является 
эффективным для выделения ФЦ как из коммерческой, 
так и свежесобранной биомассы A. platensis.

Заключение

Таким образом, в результате проведенных иссле-
дований и оптимизации условий выделения фикоцианина 
из цианобактерии выход целевого продукта из свеже-
собранной биомассы A. platensis В-12619 был увеличен 
более чем на 40% (с 144,8 до 208,8 мг/г), при этом 
его чистота составила 1,07. Содержание фикоцианина в 
сухой коммерческой биомассе «Спирулина-Сочи НЦ-
ВК» изначально было ниже, чем у A. platensis В-12619, 
максимальная чистота при проведении исследований была 
менее 0,6. Следовательно, для дальнейших исследований 
фикоцианина целесообразно использовать предложенный 
способ для свежесобранной биомассы цианобактерии.

Литература

1. Abalde J., Betancourt L., Torres E., Cid A., Barwell C. 
Purification and characterization of phycocyanin from the 
marine cyanobacterium Synechococcus sp. IO9201 // Plant 
Science. – 1998. – Vol. 136(1). – P. 109–120.

2. Bennett A., Bogorad L. Complementary chromatic adaptation 
in a filamentous blue-green alga // The Journal of Cell 
Biology. – 1973. – Vol. 58(2). – P. 419–435.

3. Boussiba S., Richmond A.E. Isolation and characterization 
of phycocyanins from the blue-green alga Spirulina platensis 
// Archives of Microbiology. – 1979. – Vol. 120(2). – P. 
155–159.

4. da Costa Ores J., de Amarante M.C.A., Kalil S.J. Co-
production of carbonic anhydrase and phycobiliproteins by 
Spirulina sp. and Synechococcus nidulans // Bioresource 
Technology. – 2016. – Vol. 219. – P. 219–227.

5. de Morais M.G., da Fontoura Prates D., Moreira J.B., 
Duarte J.H., Costa J.A.V. Phycocyanin from microalgae: 
Properties, extraction and purification, with some recent 
applications // Industrial Biotechnology. – 2018. – Vol. 
14(1). – P. 30–37.

6. Dewi E.N., Kurniasih R.A., Purnamayati L. The application 
of microencapsulated phycocyanin as a blue natural colorant 
to the quality of Jelly Candy // IOP Conference Series: 
Earth and Environmental Science. – IOP Publishing. – 
2018. – Vol. 116(1). – P. 012047. doi: 10.1088/1755-
1315/116/1/012047.

7. Güroy B., Karadal O., Mantoğlu S., Cebeci O.I. Effects 
of different drying methods on C-phycocyanin content of 
Spirulina platensis powder // Su Ürünleri Dergisi. – 2017. 
– Vol. 34(2). – P. 129–132.

8. Kannaujiya V.K., Sinha R.P. An efficient method for 
the separation and purification of phycobiliproteins from a 
rice-field cyanobacterium Nostoc sp. strain HKAR-11 // 
Chromatographia. – 2016. – Vol. 79(5–6). – P. 335–343.

9. Kumar D., Dhar D.W., Pabbi S., Kumar N., Walia S. 
Extraction and purification of C-phycocyanin from Spirulina 
platensis (CCC540) // Indian Journal of Plant Physiology. 
– 2014. – Vol. 19(2). – P. 184–188.

10. Liu Q., Huang Y., Zhang R., Cai T., Cai Y. Medical 
application of Spirulina platensis derived C-phycocyanin // 
Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine. 
– 2016. – Vol. 2016. – Article ID: 7803846. doi: 
10.1155/2016/7803846.

11. Li W., Su H.N., Pu Y., Chen J., Liu L.N., Liu Q., Qin 
S. Phycobiliproteins: Molecular structure, production, 
applications, and prospects // Biotechnology Advances. – 
2019. – Vol. 37(2). – P. 340–353.

12. Manirafasha E., Ndikubwimana T., Zeng X., Lu Y., Jing K. 
Phycobiliprotein: potential microalgae derived pharmaceutical 
and biological reagent // Biochemical Engineering Journal. 
– 2016. – Vol. 109. – P. 282–296.

13. Martelli G., Folli C., Visai L., Daglia M., Ferrari D. Thermal 
stability improvement of blue colorant C-Phycocyanin from 
Spirulina platensis for food industry applications // Process 
Biochemistry. – 2014. – Vol. 49(1). – P. 154–159.

14. Martins N., Roriz C.L., Morales P., Barros L., Ferreira I.C. 
Food colorants: Challenges, opportunities and current desires of 
agro-industries to ensure consumer expectations and regulatory 
practices // Trends in Food Science & Technology. – 2016. 
– Vol. 52. – P. 1–15.

15. Moreira I.D., Passos T.S., Chiapinni C., Silveira G.K., 
Souza J.C., Coca‐Vellarde L.G., Deliza R., de Lima Araújo 
K.G. Colour evaluation of a phycobiliprotein-rich extract 
obtained from Nostoc PCC9205 in acidic solutions and yogurt 

А.С. Труфанова и др., с. 11–16



16

Вестник биотехнологии, 2019, Т. 15, № 4

// Journal of the Science of Food and Agriculture. – 2012. 
– Vol. 92(3). – P. 598–605.

16. Pagels F., Guedes A.C., Amaro H.M., Kijjoa A., Vasconcelos 
V. Phycobiliproteins from cyanobacteria: Chemistry and 
biotechnological applications // Biotechnology Advances. 
– 2019. – Vol. 37(3). – P. 422–443.

17. Paswan M.B., Chudasama M.M., Mitra M., Bhayani K., 
George B., Chatterjee S., Mishra S. Fluorescence quenching 
property of C-phycocyanin from Spirulina platensis and its 
binding efficacy with viable cell components // Journal of 
Fluorescence. – 2016. – Vol. 26(2). – P. 577–583.

18. Priyadarshani I., Rath B. Commercial and industrial 
applications of micro algae – A review // J. Algal Biomass 
Utln. – 2012. – Vol. 3(4). – P. 89–100.

19. Romay C., Ledon N., Gonzalez R. Further studies on anti-
inflammatory activity of phycocyanin in some animal models 
of inflammation // Inflammation Research. – 1998. – Vol. 
47(8). – P. 334–338.

20. Romay C.H., Gonzalez R., Ledon N., Remirez D., Rimbau 
V. C-phycocyanin: a biliprotein with antioxidant, anti-
inflammatory and neuroprotective effects // Current Protein 
and Peptide Science. – 2003. – Vol. 4(3). – P. 207–216.

21. Sabarinathan K., Ganesan G. Antibacterial and toxicity 
evaluation of C-phycocyanin and cell extract of filamentous 
freshwater cyanobacterium – Westiellopsis sps // Eur. Rev. 
Med. Pharmacol. Sci. – 2008. – Vol. 12. – P. 79–82.

22. Schulze P.S.С., Barreira L.A., Pereira H.G., Perales 
J.A., Varela J.C. Light emitting diodes (LEDs) applied to 
microalgal production // Trends in Biotechnology. – 2014. 
– Vol. 32(8). – P. 422–430.

23. Silveira S.T., Burkert J., Costa J.A.V., Burkert C.A.V., Kalil 
S.J. Optimization of phycocyanin extraction from Spirulina 
platensis using factorial design // Bioresource Technology. 
– 2007. – Vol. 98(8). – P. 1629–1634.

24. Vali Aftari R., Rezaei K., Mortazavi A., Bandani A.R. The 
optimized concentration and purity of Spirulina platensis C-
phycocyanin: a comparative study on microwave-assisted and 
ultrasound-assisted extraction methods // Journal of Food 
Processing and Preservation. – 2015. – Vol. 39(6). – P. 
3080–3091.

25. Vilkhu K., Mawson R., Simons L., Bates D. Applications 
and opportunities for ultrasound assisted extraction in the food 
industry – A review // Innovative Food Science & Emerging 
Technologies. – 2008. – Vol. 9(2). – P. 161–169.

OPTIMIZATION OF THE PROCESS OF ISOLATION OF PHYCOCYANIN 
FROM CYANOBACTERIA ARTHROSPIRA PLATENSIS

A.S. TRUFANOVA, N.P. BABICHENKO, Ya.E. SERGEEVA

National Research Centre «Kurchatov Institute», Moscow

As a result of the study, the isolation of phycocyanin from the biomass of cyanobacteria Arthrospira platensis was 
optimized by considering factors such as: biomass concentration (biomass-extractant ratio), extraction temperature, method 
of biomass pretreatment, which led to an increase in phycocyanin yield from 144.8 mg/g (purity 0.86) to 208.8 mg/g 
(purity 1.07) in the case of freshly collected biomass of cyanobacteria Arthrospira platensis B-12619.

Keywords: phycocyanin, Arthrospira platensis.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 579.66

ПРИМЕНЕНИЕ БИОАНОДА НА ОСНОВЕ GLUCONOBACTER OXYDANS 
ИЗ УГЛЕРОДНОЙ ТКАНИ В ФОТОБИОРЕАКТОРЕ ДЛЯ ОЧИСТКИ 

СТОЧНЫХ ВОД

М.В. ВИШНЕВСКАЯ*, Ю.М. ПАРУНОВА, П.М. ГОТОВЦЕВ, Р.Г. ВАСИЛОВ

Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт», Москва

Микробные топливные элементы (МТЭ) – это многообещающая технология, которая дает возможность генерировать 
электричество с помощью переработки органических соединений. Данная технология представляется очень перспективной 
для применения в очистке городских сточных вод, чтобы минимизировать энергетическое потребление очистных сооружений. 
Главные ограничения в использовании МТЭ заключается в высокой стоимости мембран и электродных материалов. В насто-
ящей статье представлен безмембранный МТЭ с недорогими проводящими электродами, которые впоследствии могут при-
меняться для очистки сточных вод. Как катализатор на аноде использовался штамм микроорганизмов Gluconobacter oxydans 
ВКМ В-1280 из Всероссийской коллекции микроорганизмов. В качестве материала для электродов служила углеродная ткань 
ТГН-2МК, предоставленная АО «НИИграфит». Иммобилизация микроорганизмов осуществлялась с помощью растворов 
полимеров поли(3,4-этилендиокситиофен) полистиролсульфоната (PEDOT:PSS) и поли(этиленгликоль) диглицидилового 
эфира (PEGDE). Эксперименты проводились с использованием синтетического аналога городских сточных вод. Никакого 
дополнительного химического медиатора не применялось. Электроды были стабильны на протяжении всей работы биото-
пливной ячейки. Таким образом, был создан новый МТЭ, который после дальнейших усовершенствований может послужить 
для очистки городских сточных вод.

Ключевые слова: микробный топливный элемент, Gluconobacter oxydans, углеродная ткань, фотобиореактор, сточные 
воды.
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Введение

Растущий спрос на энергию в условиях со-
кращения ископаемого топлива может привести к 
глобальному энергетическому кризису, который 
окажет серьезное воздействие на окружающую среду 
и здоровье человека [15, 16]. Ископаемое топливо, 
ядерная энергия и возобновляемые источники энергии 
считаются основными источниками энергии. В по-
следние десятилетия возрос интерес к использованию 
альтернативных экологически чистых и экономически 
выгодных источников возобновляемой энергии [6, 7]. 
Наряду с усиливающимся энергетическим кризисом, 
быстрая урбанизация, рост населения и индустриа-
лизация оказывают огромное влияние на загрязнение 
окружающей среды. Загрязнение воды является 

глобальной проблемой и, тем не менее, сточные воды 
можно рассматривать как один из лучших источников в 
качестве субстрата для выработки энергии и питатель-
ных веществ для растений [3, 19]. Методы очистки 
сточных вод включают в себя аэробную обработку 
активным илом, анаэробный варочный котел, мем-
бранную технологию, ионный обмен, адсорбцию, хи-
мическое осаждение, коагуляцию и электролитическое 
восстановление [11, 21]. Эти технологии имеют такие 
недостатки, как высокая потребность в электроэнергии 
и большое количество остаточных загрязнений.

В последнее время технологии биоэлектрохимиче-
ских систем рассматриваются в качестве альтернативы 
из-за их потенциальной роли в удалении загрязняю-
щих веществ и выработке электроэнергии из сточных 
вод с использованием микроорганизмов [9]. Таким 
образом, микробный топливный элемент способен об-
рабатывать сточные воды и вырабатывать при этом 
электроэнергию. МТЭ демонстрируют значительные 
преимущества, такие как работа при различных тем-
пературах (низких или высоких), pH и использование 
разнообразных загрязнителей в качестве субстрата, 
прямое преобразование субстрата в энергию с ис-
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пользованием биокатализатора, небольшое количество 
остаточных загрязнений в сточных водах по сравнению 
с традиционными технологиями очистки и отсутствие 
энергозатрат на аэрацию [10].

Распространенность известных природных эк-
зоэлектрогенов (то есть микроорганизмов, способных 
переносить электроны внеклеточно) ограничена. По-
этому ряд исследований направлен на поиски штамма 
бактерий, который позволит МТЭ работать с наи-
большей эффективностью для увеличения диапазона 
потенциальных применений МТЭ. Было показано, что 
применение бактерии Gluconobacter oxydans дает воз-
можность исключить медиатор из анодной области и 
повысить получаемую мощность [4, 17].

Также существует интерес к поиску общих мето-
дов, с помощью которых возможности внеклеточного 
транспорта электронов могут быть улучшены для увели-
чения мощности МТЭ. Одним из таких методов является 
использование электропроводящих полимеров, например, 
PANI, PEDOT, PP и Os-содержащие редокс поли-
меры. При помощи электрохимических методик было 
продемонстрировано улучшение характеристик биоанода 
МТЭ, модифицированного PEDOT, по сравнению с 
обычным анодом. Модификация PEDOT увеличивает 
доступность окислительно-восстановительных активных 
центров и снижает сопротивление межфазного переноса 
электронов на биоаноде [12].

Актуальной проблемой в разработке новых 
МТЭ является поиск более дешевого материала для 
электродов. Они должны обеспечивать достаточную 
проводимость, химическую стабильность, биосовме-
стимость и обладать высокой удельной поверхностью 
[5]. Наиболее распространенным и подходящим по 
электрохимическим свойствам материалом служат 
углеродные материалы, такие как графит, графити-
рованные волокна и ткани, углеродные войлоки и 
пены, а также различные наноматериалы, например, 
углеродные нанотрубки и графен. Эти материалы де-
шевле, чем большинство альтернативных материалов 
для электродов биотопливных элементов, и обладают 
приемлемыми свойствами для использования в МТЭ 
[13, 14]. Также углеродные материалы биосовместимы 
с живыми организмами, нетоксичны и устойчивы к 
коррозии, поэтому они и интересны для таких при-
менений, как очистка сточных вод.

В настоящей работе была продемонстрирована 
возможность создания экономически доступного и эко-
логически чистого МТЭ на основе углеродной ткани для 
очистки сточных вод.

Материалы и методы

Материалы и реагенты. В данной работе был 
использован штамм бактерий G. oxydans ВКМ В-1280, 
выращенный на среде состава [17]. В качестве анолита 
выступала среда «синтетические сточные воды» (ССВ) 
[18]. Штамм микроводорослей Chlorella vulgaris GKV1 
(коллекция НИЦ «Курчатовский институт») был вы-
ращен на питательной среде (pH 6,5) состава [8]. В 
качестве материала электродов использовалась угле-
родная ткань ТГН-2МК толщиной 0,5 мм в среднем, 
предоставленная АО «НИИграфит». Иммобилизация 
микроорганизмов осуществлялась с помощью растворов 
полимеров поли(3,4-этилендиокситиофен) полисти-
ролсульфоната (PEDOT:PSS) и поли(этиленгликоль) 
диглицидилового эфира (PEGDE). Солевой мостик 
представлял собой перевернутую U-образную стеклян-
ную трубку, заполненную агаризованным насыщенным 
раствором KCl [1].

Испытательный стенд. Экспериментальная 
установка представляла собой отдельные катодную и 
анодную камеры, объединяющиеся между собой солевым 
мостиком. В виде катодной камеры выступал лаборатор-
ный фотобиореактор (ФБиоР) для культивирования 
микроводорослей C. vulgaris. ФБиоР представляет собой 
емкость из оргстекла с выемкой под барботирование и 
нишей под магнитную мешалку со съемной крышкой и до-
полнительным освещением (700 люкс) для поддержания 
жизнедеятельности микроводорослей (рис. 1). 

Рис. 1. Экспериментальная установка

Непосредственно возле катода устанавливался дат-
чик анализатора растворенного кислорода МАРК-1402. В 
течение всего времени эксперимента в катодной камере под-
держивалась концентрация кислорода 7,7±0,1 мг/дм3. 
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Анодной камерой являлась пластиковая чашка Петри 
Ø 9 см. Катодная камера была заполнена средой с микро-
водорослями C. vulgaris (3 л), анодная – средой ССВ 
(16 мл). Электроды закреплялись с помощью зажимов 
крокодилов за стенки камер.

Получение биомассы Gluconobacter oxydans. 
Биомасса бактерий G. oxydans была получена из Ин-
ститута биохимии и физиологии микроорганизмов имени 
Г.K. Скрябина РАН из Всероссийской коллекции микро-
организмов. Для дальнейшего поддержания роста куль-
туры использовали питательную среду состава: сорбит-D 
(10%), дрожжевой экстракт (1%), дистиллированная вода 
и агар (2,5%) для плотной среды [2, 20]. Культивирование 
(100–150 г) для диспергирования культуры проводили в 
течение 24 часов при температуре 28 °С. Культивирование 
для сбора биомассы проводили в течение 20 часов (центри-
фугирование 15 минут, 10000 об./мин). После сбора био-
массы ее промывали холодным стерильным NC раствором 
(0,9% NaCl, 2 мМ CaCl2) [20] и снова суспензировали 
в 1 мл NC раствора. Биомассу хранили в холодильнике 
(+4 °С) до момента использования в эксперименте.

Подготовка электродов. Катод представлял 
собой прямоугольный отрезок углеродной ткани раз-
мером 110×25 мм. В качестве анода использовалась та 
же ткань размера 50×25 мм с нанесенной на нее бакте-
риальной биомассой (рис. 2). Были проанализированы 
2 образца анодов. На образец 1 была нанесена смесь, 
состоящая из 100 мкл клеток бактерий G. oxydans, 100 
мкл PEDOT:PSS и 100 мкл PEGDE. На образец 2 
– 100 мкл клеток G. oxydans и 100 мкл PEDOT:PSS. 
Полимер PEGDE использовался для лучшей фиксации 
биоматериала на поверхности, а PEDOT:PSS – для 
увеличения электропроводности. Площадь рабочей по-
верхности электрода составляла 6,25 см2. Анод сушили 
при комнатной температуре в течение суток.

Рис. 2. Схематическое изображение биоанода с нанесен-
ными смесями. Образец 1: G. oxydans, PEDOT:PSS, 
PEGDE. Образец 2: G. oxydans, PEDOT:PSS

Электрохимические измерения. Измерения 
вольт-амперных характеристик (ВАХ) проводились 
на потенциостате-гальваностате Autolab PGSTAT204 
(Mertohm) (ПО NOVA 2.0). Все измерения выполнялись 
при комнатной температуре (23±1 °С) с заданным на-
пряжением от −300 до +300 и обратно до −300 мВ (без 
прерывания) со скоростью развертки потенциала 5 мВ/с.

Результаты и обсуждение

По проведенным экспериментам в ФБиоР были 
рассчитаны ВАХ и построены диаграммы. При вы-
ключенной ячейке при I=0 А разность потенциалов 
для образца 1 в первый день эксперимента была −0,16 
В, к 14-му составляла −0,325 В. Для образца 2 также 
значения потенциала открытой цепи изменилось с −0,36 
до −0,172 В. При заданной U=0,3 В сила тока для 
образца 1 уменьшалась с 62 до 11,9 мкА, а у образца 2 
увеличивалась с 4 до 42,6 мкА за все время проведения 
экспериментов.

Для наглядной презентации результатов далее 
представлены графики зависимости тока от напряжения 
(рис. 3) для обоих образцов анода.

 
 а) б)
Рис. 3. Диаграмма зависимости тока от напряжения в МТЭ с ФБиоР, где 1 – 1-й день эксперимента, 2 – 6-й день, 

3 – 7-й день, 4 – 14-й день: а) для образца биоанода 1 и б) для образца биоанода 2

М.В. Вишневская и др., с. 17–21



20

Вестник биотехнологии, 2019, Т. 15, № 4

Результирующий график на рисунке 3 показывает, 
что ВАХ хорошо коррелирует с формой, представленной 
в других статьях для МТЭ на основе G. oxydans (см. 
например [4]).

Следующим шагом было вычисление различных 
характеристик ячейки. Для полного анализа результатов 
необходимо было получить значения емкости и мощности 
ячейки. Для расчета средней вместимости использовали 
следующую формулу 1:

 C = I/(U/dt), (1)

где (C) – емкость, (U) – напряжение, (I) – ток, 
а (dt) – время измерения для определенного напряжения.

Максимальная емкость ячейки для образца 1 со-
ставила в среднем 38,5 мкФ/см2 в первый день съема 
показаний и уменьшилась наполовину в течение двух 
недель жизни БТЭ. В образце 2 в первый день экспери-
мента емкость составила 9,1 мкФ/см2, а через две недели 
выросла почти в 10 раз и равнялась 60,7 мкФ/см2. Такой 
эффект роста электроемкости объясняется возможным 
образованием на поверхности электрода биопленки.

Мощность ячейки рассчитывалась по формуле 2:

 P=I×U, (2)

где (P) – мощность, (I) и (U) – ток и напряже-
ние, соответственно.

Максимальная плотность мощности ячейки для 
образца 1 составила 9,1 мкВт/см2 в первый день экс-
перимента и уменьшилась до 5,3 мкВт/см2 через две не-
дели. В образце 2 в первый день эксперимента плотность 
мощности составила 0,8 мкВт/см2, а через две недели 
выросла до 9,2 мкВт/см2.

В таблице 1 приведены сводные данные по всем 
проведенным экспериментам.

Таблица 1
Максимальные значения выходных данных  
по экспериментам с 2 образцами биоанодов

Образцы

Измеряемые  
параметры

Образец 1 Образец 2

Состав смеси  
на аноде

G. oxydans
PEDOT:PSS

PEGDE

G. oxydans
PEDOT:PSS

Максимальная емкость, 
мкФ/см2

38,5 
(1-й день)

60,7 
(14-й день)

Максимальная плотность 
мощности, мкВт/см2

9,0 
(1-й день)

9,2 
(14-й день)

Заключение

Полученные результаты показывают возмож-
ность создания МТЭ. Отсутствие медиатора, дешевизна 
электродных материалов и простота конструкции делают 
его отличной перспективой для применения в муници-
пальных очистных сооружениях. Разработанная ячейка 
демонстрирует максимальную выходную мощность 9,2 
мкВт/см2 при напряжении 0,3 В. Необходимо отметить, 
что максимальной полученной выходной мощности все же 
недостаточно для применения МТЭ в качестве источника 
питания очистных сооружений, поэтому дальнейшие иссле-
дования будут направлены на повышение эффективности.
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THE USE OF CARBON TEXTILE BIOANODE BASED ON GLUCONOBACTER 
OXYDANS IN PHOTOBIOREACTOR FOR WASTEWATER TREATMENT

M.V. VISHNEVSKAYA, Yu.M. PARUNOVA, P.M. GOTOVTSEV, R.G. VASILOV

National Research Centre «Kurchatov Institute», Moscow

Microbial fuel cells (MFC) is a promising technology that makes it possible to generate electricity through the processing of 
organic compounds. This technology is very perspective for use in urban wastewater treatment to minimize the energy consumption. 
The main limitations in the use of MFC are the high cost of membranes and electrode materials. This article presents a membraneless 
MFC with non-expensive conductive electrodes, which can be used for wastewater treatment. A strain of microorganisms Gluconobacter 
oxydans VKM B-1280 was used as a catalyst on the anode. The carbon textile TGN-2MK was used as the material for the electrodes. 
Microorganisms immobilization was carried out a polymer solutions of poly(3,4-ethylenedioxythiophene) polystyrene sulfonate 
(PEDOT:PSS) and poly(ethylene glycol) diglycidyl ether (PEGDE). The experiments were carried out using a synthetic analogue 
of urban wastewater without additional chemical mediator. The electrodes were stable throughout the biofuel cell life. Thus, a new 
MFC was created, which after further improvements can be used to urban wastewater treatment.

Keywords: microbial fuel cell, Gluconobacter oxydans, carbon textile, photobioreactor, wastewater treatment.
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Проведен сравнительный анализ ферментов углеводного обмена у изолятов, выделенных из ЖКТ здоровых и больных 
людей с болезнью Крона. Установлено, что воспалительный процесс ЖКТ сопровождается увеличением активности большин-
ства гидролитических ферментов углеводного обмена. Рост активности ферментов наблюдался как в случае эндогенных, так и 
экзогенных ферментов. Однако в клеточных экстрактах он был наиболее выражен. Среди исследуемых ферментов Escherichia 
fergusonii Е3 и Escherichia coli, таких как амилазы, глюкозидазы, галактозидазы, сахаразы и целлюлазы, наибольшая актив-
ность была обнаружена у -галактозидазы Escherichia fergusonii Е3 в клеточных экстрактах.
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Введение

Ферменты микроорганизмов широко используются 
во многих отраслях промышленности. Однако, несмотря 
на многообразие коммерческих препаратов, выпускаемых 
биотехнологическим производством, идет постоянный 
поиск новых, эффективных продуцентов. Одним из 
таких источников можно рассматривать микрофлору 
желудочно-кишечного тракта (ЖКТ). Разнообразное 
микробное сообщество, обитающее в ЖКТ человека, 
обладает обширным метаболическим ресурсом [2, 4, 
12, 15]. Кроме того, активность данного микробного со-
общества значительно возрастает при воспалительных 
заболеваниях [2]. Как показали недавние исследования, 
при воспалительных заболеваниях ЖКТ происходит ряд 
существенных изменений, таких как: глобальное изменение 
состава кишечной микрофлоры в пользу увеличения содер-
жания патогенных бактерий, главным образом, семейства 
Enterobacteriaceae, нарушение процессов транскрипции, 
меняется пул метаболитов, наблюдаются значительные 
биохимические изменения [9, 14]. Установленный рост 
численности микроорганизмов при воспалительных за-
болеваниях ЖКТ обуславливает их конкуренцию за суб-

страт, что, в свою очередь, предполагает активацию всего 
гидролитического комплекса данных микроорганизмов, в 
том числе и углеводного обмена [3]. 

Целью настоящей работы было изучение изме-
нения активности ферментов углеводного обмена при 
болезни Крона.

Материалы и методы 

В работе использовали бактерии Escherichia coli, 
выделенные из ЖКТ здоровых людей, и Escherichia 
fergusonii Е3 – из ЖКТ пациентов с болезнью Крона, 
музея культур кафедры биохимии, биотехнологии и 
фармакологии Института фундаментальной медицины 
и биологии Казанского федерального университета.

Культивирование бактерий осуществляли в мясо-
пептонном бульоне рН 7,0, в микроаэрофильных усло-
виях роста при температуре 37 °С, в течение 48 часов. 

Рост бактерий и накопление биомассы регистри-
ровали на спектрофотометре ПЭ-5300 ВИ при длине 
волны 750 нм.

Разделение биомассы и культуральной жидкости 
осуществляли центрифугированием при 10 000 об./мин 
в течение 15 минут на центрифуге Rotina-380R. 

Определение активности ферментов углеводного 
обмена у бактерий Escherichia coli и Escherichia fergusonii 
Е3 осуществляли в клеточных экстрактах и в культураль-
ной жидкости после 24 часов культивирования. 

Для получения клеточных экстрактов биомассу 
промывали буферным раствором pH 7,4 и разрушали 
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бактериальные клетки с помощью гидролиза лизоцимом 
с ЭДТА в течение 20 минут при 37 °С [13]. 

Определение -амилазной и -амилазной актив-
ности проводили по принятому методу анализа, исполь-
зуя в качестве субстрата 1% раствор крахмала или 0,5 
М гликогена [1]. Поглощение измеряли в 3 см кюветах 
при 540 нм на спектрофотометре ПЭ-5300 ВИ.

Определение -глюкозидазной и -глюкозидазной 
активности проводили по методу, предложенному Бис-
свангером с модификациями [1]. В качестве субстрата 
использовали 0,5 М раствор мальтозы или 5% раствор 
карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ).

Для определения сахаразной активности в качестве 
субстрата готовили 0,3 М сахарозу [1]. Определение актив-
ности целлюлазы и -галактозидазы проводили по методу 
Кенига с соавторами при их модификации (König et al., 
2002) [7]. Для определения -галактозидазной активности 
и целлюлазной активности в качестве субстрата готовили 
1%-ный раствор лактозы и раствор карбоксиметилцеллю-
лозы. Выход восстанавливающих сахаров определяли по 
калибровочным графикам, построенным по глюкозе [7].

Для определения удельной активности фермента 
в клеточных экстрактах и культуральной жидкости 
определяли содержание белка по методу Лоури с ис-
пользованием альбумина бычьей сыворотки (BSA) в 
качестве стандарта [10].

Все эксперименты проводились в трех повторно-
стях, результаты анализа выражали как среднее значение 
и стандартную ошибку отклонения проведенных опытов.

Результаты и обсуждение

Ферментная система бактерий углеводного обмена 
включает в себя ряд ферментов, таких как амилаза, глю-
козидаза, целлюлаза, сахараза, галактозидаза. В наших 
экспериментах мы решили сравнить активность данных 
ферментов у бактерий ЖКТ здоровых и больных людей. 

Результаты исследований показали, что среди 
ферментов углеводного обмена наиболее высокая актив-
ность у изолята Escherichia fergusonii Е3 наблюдалась при 
определении -галактозидазы. В качестве субстрата для 
данной реакции использовали 1%-ный раствор лактозы. 
Выделенный изолят Escherichia fergusonii Е3 при пато-
логии имел высокую -галактозидазную активность как 
в культуральной жидкости, так и в клеточных экстрактах 
по сравнению с -галактозидазой Escherichia coli нормы. 
Особенно значительное отличие в активности ферментов 
наблюдалось в клеточном экстракте, когда активность 
-галактозидазы изолята Escherichia fergusonii Е3 была 

значимо выше (p=0,000013), чем у бактерий Escherichia 
coli (рис. 1–2, табл. 1).

Следующей по активности ферментов у изолята 
Escherichia fergusonii Е3 была -амилаза. Для определения 
-амилазной активности в качестве субстрата использовался 
раствор крахмала. Результаты исследований показали, что 
оба вида бактерий: и Escherichia fergusonii Е3, и Escherichia 
coli синтезируют -амилазу. Более высокая -амилазная 
активность (в 1,5–2,0 раза) обнаруживалась у штаммов 
в культуральной жидкости, причем активность -амилазы 
изолята Escherichia fergusonii Е3 была значимо выше (в 1,7 
раза) (p=0,000066) по сравнению с ферментом, синтези-
руемым Escherichia coli (см. рис. 1–2, табл. 1).

Для определения -амилазной активности штам-
мов в качестве субстрата использовался раствор глико-
гена. Результаты исследований продемонстрировали, 
что бактерии Escherichia fergusonii Е3 и Escherichia coli 
также синтезируют и -амилазу, причем ее активность 
в культуральной жидкости была выше, чем в клеточных 
экстрактах. Сравнение активностей данного фермента у 
Escherichia fergusonii Е3 и Escherichia coli выявило более 
высокую -амилазную активность у изолята Escherichia 
fergusonii Е3, как в клеточных экстрактах (p=0,005114), 
так и в культуральной жидкости (p=0,016215) по сравне-
нию со штаммом Escherichia coli (см. рис. 1–2, табл. 1). 

Определение -глюкозидазной активности штам-
мов проводилось при использовании в качестве субстрата 
раствора мальтозы в ацетатном буфере при рН 6,0. В 
данном варианте опыта было установлено, что более высо-
кая активность фермента (в 2,0 раза – Escherichia coli и в 
4,0 раза – Escherichia fergusonii Е3) наблюдалась также 
в культуральной жидкости. Активность -глюкозидазы 
Escherichia fergusonii Е3 в культуральной жидкости и 
в данном случае была в 2,8 раза выше (p=0,002456), 
чем у фермента Escherichia coli, и незначительно выше 
(p=0,363669), p>0,05 – в клеточном экстракте.

Несколько иные результаты были получены при 
определении -глюкозидазной активности. В данных 
экспериментах в качестве гидролизуемого субстрата ис-
пользовали раствор целлобиозы. Результаты исследований 
показали, что наибольшая активность -глюкозидазы 
была обнаружена у бактерий Escherichia сoli в культураль-
ной жидкости (см. рис. 1). Активность -глюкозидазы 
Escherichia fergusonii Е3 в культуральной жидкости 
также была сравнительно высокой, но значительно ниже 
(p=0,011131), чем у бактерий Escherichia сoli. Однако 
в клеточных экстрактах активность -глюкозидазы 
Escherichia fergusonii Е3 была значительно выше (в 4,02 
раза), p=0,000380, чем у Escherichia сoli.
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Рис. 1. Определение активности ферментов углеводного обмена в культуральных жидкостях у Escherichia fergusonii Е3 
и Escherichia coli. Результаты представлены в виде среднего значения ±2 стандартных отклонения (n=3), *р<0,05

Рис. 2. Определение активности ферментов углеводного обмена в клеточных экстрактах у Escherichia fergusonii Е3  
и Escherichia coli. Результаты представлены в виде среднего значения ±2 стандартных отклонения (n=3), *р<0,05

Ферменты сахараза и целлюлаза проявляли от-
носительно невысокие ферментативные активности 
у штаммов. Однако и в данном варианте опытов на-
блюдалось значимое увеличение (р=0,02) активности 
сахаразы у изолята, выделенного из ЖКТ пациентов 
с болезнью Крона, как в культуральной жидкости, так 
и в клеточных экстрактах, по сравнению с ферментами 
бактерий нормальной микрофлоры. Тенденция уве-

личения активности ферментов у изолята Escherichia 
fergusonii Е3 в культуральной жидкости по сравне-
нию с ферментами у бактерий из нормы наблюдалась 
также и при определении целлюлазной активности. 
Однако активность целлюлазы клеточных экстрактов 
изолята Escherichia fergusonii Е3 была более низкой, 
p=0,004273, по сравнению с ферментом Escherichia 
сoli (см. рис. 1–2, табл. 1).
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Таблица 1 
Значения активности ферментов углеводного обмена у Escherichia fergusonii и Escherichia сoli 

Ферменты Вид

Активность ферментов углеводного обмена

Культуральная жидкость Клеточные экстракты

Активность,  
МЕ/мл

Удельная активность,  
МЕ/мг

Активность,  
МЕ/мл

Удельная активность,  
МЕ/мг

-галактозидаза
Escherichia сoli 1,72±0,03 1,64±0,11 0,89±0,20 0,97±0,06
Escherichia fergusonii 5,49±0,32 7,04±0,11 5,65±0,05 7,92±0,22*

-амилаза
Escherichia сoli 3,23±0,31 3,08±0,04 1,89±0,11 2,05±0,09
Escherichia fergusonii 4,01±0,20 5,14±0,05* 1,83±0,16 2,58±0,10

-амилаза
Escherichia сoli 1,50±0,33 1,39±0,21* 0,33±0,12 0,36±0,05
Escherichia fergusonii 1,57±0,28 2,05±0,09* 1,38±0,12 1,94±0,13*

-глюкозидаза
Escherichia сoli 0,57±0,03 0,54±0,06 0,25±0,04 0,27±0,09
Escherichia fergusonii 1,17±0,16 1,57±0,09* 0,27±0,07 0,38±0,05

-глюкозидаза
Escherichia сoli 2,98±0,07 2,84±0,13 0,46±0,35 0,50±0,03
Escherichia fergusonii 1,63±0,25 2,09±0,03* 1,43±0,09 2,01±0,09*

целлюлаза
Escherichia сoli 0,39±0,10 0,37±0,05 0,92±0,08 1,03±0,10
Escherichia fergusonii 0,42±0,14 0,54±0,13* 0,11±0,02 0,15±0,05*

сахараза
Escherichia сoli 0,42±0,03 0,41±0,06 0,09±0,01 0,10±0,01
Escherichia fergusonii 0,71±0,04 0,91±0,10 0,24±0,10 0,34±0,05*

Примечание: результаты представлены в виде среднего значения ±2 стандартных отклонения (n=3), *р<0,05

Заключение

Суммируя полученные результаты проведенных 
экспериментов, можно сказать, что активность большин-
ства ферментов углеводного обмена у изолята Escherichia 
fergusonii Е3, выделенного из ЖКТ пациентов с болез-
нью Крона, была значительно выше (р<0,05) актив-
ности ферментов углеводного обмена Escherichia coli, 
выделенного из ЖКТ здоровых людей. Таким образом, 
ЖКТ может быть источником новых ферментных пре-
паратов с высокой активностью. 

Среди изученных ферментов наибольшая ак-
тивность наблюдалась у фермента -галактозидазы 
Escherichia fergusonii Е3. -галактозидаза катализи-
рует гидролитический процесс расщепления -1,4-
D-галактозидных связей лактозы с образованием 
D-глюкозы и D-галактозы в качестве конечного про-
дукта. -галактозидаза широко используется при произ-
водстве молочных продуктов с низким содержанием лак-
тозы, катализирует реакции трансгалактозилирования, 
трансформируя лактозу в смесь галактоолигосахаридов 
различного состава, находит применение при решении 
экологических проблем [5, 8, 11]. Можно предположить, 
что и -галактозидаза Escherichia fergusonii Е3 найдет 
свое применение.
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COMPARATIVE CHARACTERIZATION OF CARBOHYDRATE EXCHANGE 
ENZYMES IN BACTERIA ESCHERICHIA FERGUSONII E3  

AND ESCHERICHIA COLI 

L.C. BUKURU, E.E. ZINUROVA, T.V. BAGAEVA

Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan Federal University

A comparative analysis of enzymes of carbohydrate metabolism in isolates obtained from the gastrointestinal tract of healthy 
and sick people with Crohn’s disease was carried out. It was established that the inflammatory process of the gastrointestinal tract is 
accompanied by an increase in the activity of most hydrolytic enzymes of carbohydrate metabolism. A surge in enzyme activity was 
observed both in the case of endogenous and exogenous enzymes. However, in cell extracts it was most pronounced. Among the studied 
enzymes of Escherichia fergusonii E3 and Escherichia coli, including amylases, glucosidases, galactosidases, sucrase and cellulases, 
the highest activity in cell extracts was found in Escherichia fergusonii Е3 -galactosidases.

Keywords: bacteria, gastrointestinal tract, carbohydrate metabolism enzymes, Сrohn’s disease.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА БИОТЕХНОЛОГИИ ПОЛУЧЕНИЯ 
ЭРИТРОЦИТАРНЫХ И ЛАТЕКСНЫХ ДИАГНОСТИКУМОВ  

ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ ТУЛЯРЕМИИ

И.В. ЖАРНИКОВА, Е.В. ЖДАНОВА, Т.В. ЖАРНИКОВА, О.Л. СТАРЦЕВА, С.А. КУРЧЕВА*, 
А.С. ГЕОГДЖАЯН, А.А. СЕМИРЧЕВА, А.Г. КОШКИДЬКО, Ю.Ю. ГАРКУША

ФКУЗ Ставропольский противочумный институт Роспотребнадзора, Ставрополь

Проведен сравнительный анализ биотехнологии получения эритроцитарных и латексных иммуноглобулиновых диа-
гностикумов и методов выявления возбудителя туляремии на основе реакции непрямой гемагглютинации (РНГА) и реакции 
латексной агглютинации (РАЛ). Химические свойства латексных микроносителей относительно постоянны и поддаются 
более легкой и точной характеристике по сравнению с поверхностными свойствами наружной мембраны эритроцитов, которые 
широко варьируют в зависимости от таких условий, как пол, возраст, гормональный статус животного-продуцента и времени 
взятия крови. Методы предварительной обработки также оказывают значительное влияние на стабильность эритроцитарных 
диагностикумов. Для получения стабильных эритроцитарных диагностикумов экспериментально проводили подбор метода 
формалинизации и активирования эритроцитов. Латексные микроносители не нуждаются в предварительной подготовке и 
могут иметь перспективы использования в условиях, не предусматривающих применения инструментального учета. Прове-
денные исследования сравнения РНГА и РАЛ указывают на то, что по чувствительности (7,8×105–1,56×106 м.к./мл (t=1) 
и выше) и специфичности (отсутствие перекрестных реакций с гетерологичными штаммами) реакция агглютинации латекса с 
приготовленным туляремийным полиакролеиновым диагностикумом не уступает по этим показателям РНГА с эритроцитарным 
диагностикумом.

Ключевые слова: эритроциты барана, латекс, иммобилизация, штаммы туляремийного микроба, реакция непрямой 
гемагглютинации, реакция латексной агглютинации.
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Введение

Лабораторная диагностика туляремии имеет важ-
нейшее значение в комплексе противоэпидемических 
мероприятий и складывается из индикации и иденти-
фикации возбудителя или его специфических антигенов 
и определения сывороточных антител у человека и 
восприимчивых животных. При этом, как правило, на 
практике предпочтение отдается серологическим и мо-
лекулярно-генетическим методам, характеризующимся 
экспрессностью, высокой специфичностью, чувстви-
тельностью, адаптированным для прямого исследования 
самых разнообразных объектов биотической и абиотиче-

ской природы. В настоящее время остается актуальным 
применение иммобилизованных препаратов, в которых 
используются туляремийные иммуноглобулины, взаимо-
действующие с твердыми биологическими или синтети-
ческими матрицами: эритроцитами и латексом [1, 7]. К 
твердым носителям, используемым для приготовления 
высокоактивных и специфичных диагностических препа-
ратов, традиционно предъявляются высокие требования, 
такие как наличие активных функциональных групп для 
обеспечения эффективного связывания биологических 
агентов (иммуноглобулинов); также они должны быть 
монодисперсными и стабильными.

Для достижения максимальной чувствительности 
методов (РНГА, РАЛ) необходимо определение наи-
более эффективных способов стабилизации эритроцитов 
и латексов и оптимальных условий взаимодействия твер-
дых матриц с иммуноглобулинами. 

Цель работы заключалась в сравнении биотехно-
логии получения разработанных ранее эритроцитарных 
и латексных иммуноглобулиновых диагностикумов и 
методов РНГА и РАЛ, предназначенных для выявления 
возбудителя туляремии.
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Материалы и методы

Сравнительный анализ проводился путем сравне-
ния биотехнологии получения эритроцитарных и латекс-
ных диагностикумов (по 25 серий) и методов постановки 
РНГА и РАЛ с разработанными препаратами (каждой 
серии в трехкратной повторности).

Для получения латексных диагностикумов при-
менялась латексная основа (акролар К), полученная из 
ФГБУН «Институт биоорганической химии им. акаде-
миков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» РАН.

Для приготовления эритроцитарного диагности-
кума были выбраны эритроциты барана, полученные 
в ФКУЗ Ставропольский противочумный институт 
Роспотребнадзора.

Все эксперименты с животными выполнялись в со-
ответствии с законодательством Российской Федерации 
[3] и Директивой Европейского парламента и Совета 
Европейского союза по охране животных, используемых 
в научных целях [8].

Стабилизацию эритроцитов проводили с помощью 
водного раствора формальдегида (формалина) по методу 
R. Weinbach (1958) в нашей модификации, заключаю-
щейся в сокращении длительности этапов сенсибилиза-
ции эритроцитов и их шуттелирования.

Формалинизацию эритроцитов осуществляли 
следующим образом: дефибринированную кровь барана 
фильтровали и осаждали на центрифуге в течение 15±5 
минут при 2000 об/мин в 0,9%-ном растворе хлорида 
натрия. Супернатант удаляли, а осадок эритроцитов от-
мывали 0,9%-ным раствором хлорида натрия. К полу-
ченному объему эритроцитов добавляли равный объем 
0,9%-ного раствора хлорида натрия, подогретого до 
температуры 37±1 °С с рассчитанным количеством фор-
малина и помещали на шуттель-аппарат на 16–18 ч при 
температуре 22±4 °С. По окончании процесса форма-
линизации эритроциты осаждали центрифугированием, 
четырежды отмывали 10-кратным объемом 0,9%-ного 
раствора хлорида натрия (по 10 минут при 2000 об/
мин). После этого доводили объем эритроцитов 0,9%-
ным раствором хлорида натрия до первоначального. В 
качестве консерванта использовали 1,0%-ный раствор 
формалина. Полученные эритроциты хранили в холо-
дильнике при температуре 5±3 °С.

Иммуноглобулины, используемые для приготов-
ления диагностикумов, фракционировали каприловой 
кислотой из гипериммунных туляремийных кроличьих 
сывороток, которые были получены по разработанным 
ранее схемам [6].

Для отработки оптимальной концентрации взвеси 
эритроцитов при их взаимодействии с иммуноглобулина-
ми были испытаны различные концентрации формали-
низированных эритроцитов барана – наилучшие резуль-
таты удалось получить при использовании 20% взвеси. 
В качестве конъюгирующего агента для сенсибилизации 
эритроцитов испытаны следующие реагенты в различных 
концентрациях: первичный алкилсульфат натрия от 0,25 
до 2,0%, с кратным шагом – 2 и вторичный алкилсуль-
фат натрия в тех же концентрациях. Чувствительность 
эритроцитарных диагностикумов, при изготовлении 
которых использовался вторичный алкилсульфат натрия 
в концентрации 2,0%, при контрольных постановках 
РНГА составлял 1,56×106 м.к./мл; спонтанной агглюти-
нации эритроцитов не наблюдалось. Экспериментально 
установлены оптимальные параметры эффективной сен-
сибилизации иммуноглобулинами формалинизированных 
эритроцитов: время экспозиции – 12 ч при температуре 
45 °С и рН 5,0.

Принимая во внимание преимущество полиакро-
леиновых латексных частиц перед другими микросфе-
рами, обусловленное наличием альдегидных групп на 
их поверхности, легко образующих ковалентную связь 
с аминогруппами белков, были проведены исследования 
по разработке биотехнологии получения латексных диа-
гностикумов. В работе использовали латекс малинового 
цвета, средний диаметр частиц 1,2±0,1 мкм. Эксперимен-
тальные исследования по сенсибилизации 2,0% взвеси 
частиц полимерного носителя осуществляли с различной 
концентрацией иммуноглобулинов туляремийных. К 
смесям добавляли 2,0 мл 0,9%-ного раствора натрия 
хлорида, рН (7,3±0,1) и выдерживали от 1 до 15 ч при 
температурах 24±4 °С, 36±1 °С и 50±1 °С на магнитной 
мешалке. Далее суспензию осаждали центрифугирова-
нием при 5000 об/мин в течение 4–5 минут и дважды 
отмывали от несвязавшегося белка. Осадок суспенди-
ровали в растворе белкового стабилизатора с добавле-
нием 0,1% формалина, полученного по методике [2] (в 
разведении 1:50), до конечной концентрации 0,2%. В 
результате экспериментов определены оптимальные ус-
ловия сенсибилизации: концентрация иммуноглобулинов 
туляремийных при взаимодействии с полиакролеиновыми 
латексными частицами составила 200±5 мкг/мл; экспо-
зиция – 9 часов при температуре 50 °С. рН разводящей 
жидкости оказывает значительное влияние на результаты 
постановки реакции: так, экспериментально подтвержде-
но снижение активности препаратов при уменьшении рН 
до 5,0, явление спонтанной агглютинации наблюдалось 
при увеличении рН до 9,0. 
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Сравнительный анализ методов постановки РНГА 
и РАЛ осуществлялся по определению чувствительности 
и специфичности. Контроль чувствительности РНГА и 
РАЛ проводили на гомологичных (F. tularensis 890; F. 
tularensis 15НИИЭГ; F. tularensis Schu) и гетерологич-
ных (B. abortus 544; B. melitensis 16-M; B. suis 1330; 
Y. enterocolitica 64; Y. enterocolitica 178; Y. enterocolitica 
383) штаммах. Работу проводили в соответствии с СП 
1.3.3118-13 и СП 1.3.2322-08 в нормальных климати-
ческих условиях [4, 5]. 

Для постановки серологических реакций РНГА 
и РАЛ макрометодом использовали полистироловые 
планшеты с вместимостью лунок 2 мл, микрометодом 
– планшеты круглодонные для иммуноферментного 
анализа однократного применения с вместимостью 
лунок 0,2 мл.

Постановку РАЛ микрометодом проводили сле-
дующим образом: в 8 рядов полистиролового планшета 
вносили дозаторами по 0,05 мл разводящей жидкости 
– белковый стабилизатор. Дозатором в первые лунки 
3 рядов добавляли взвеси гомологичных штаммов в 
концентрации 5×107 м.к./мл по 0,05 мл. Делали после-
довательные двукратные разведения переносом по 0,05 
мл из одной лунки в другую по 7-ю лунку включительно. 
Из последних лунок по 0,05 мл удаляли. Для контроля 
диагностикума использовали 8-е лунки. Затем во все 
лунки добавляли по 0,025 мл диагностикума латексного 
иммуноглобулинового 0,2% концентрации. Содержимое 
планшета осторожно встряхивали до получения гомоген-
ной суспензии, оставляли при комнатной температуре на 
2,5 ч. Постановку реакции при контроле специфичности 
проводили аналогично, используя вышеуказанные штам-
мы гетерологичных микроорганизмов.

Учет результатов осуществлялся так: по феноменам 
«зонтик», «пуговка» реакцию предварительно учитывали 
через 2,5 ч, а окончательно – через 24 ч. Результат РАЛ 
считали положительным при выпадении полиакролеино-
вых микросфер на дно лунок равномерным слоем в виде 
«зонтика», занимая не менее 2/3 диаметра сферической 
поверхности дна лунки. При отрицательном результате 
полиакролеиновые микросферы выпадали на дно лунки 
в виде «пуговки» или узкого колечка с ровным краем. В 
контрольных лунках результат отрицательный.

РНГА (микрометод) ставили аналогично РАЛ, 
при использовании в качестве разводящей жидкости 
(твин 80 в разведении 1:50000). При постановке реакции 
вносили диагностикум эритроцитарный иммуноглобули-
новый 0,5% концентрации. Учет результатов проводился 
аналогично РАЛ.

Статистическую обработку полученных резуль-
татов выполняли с помощью критерия Стьюдента, ис-
пользовали программу Microsoft Excel 2010.

Результаты и обсуждение

Таким образом, сравнивая биотехнологию полу-
чения эритроцитарных и латексных диагностикумов, 
необходимо отметить, что при производстве латексных 
диагностикумов сокращаются материальные и трудовые 
затраты.

Контроль специфической активности и специфич-
ности проводили в лабораторных условиях макро- и 
микрометодами в РНГА и РАЛ с применением тест-
штаммов из рабочей коллекции патогенных микроорга-
низмов. В качестве исследуемого материала были взяты 
пробы чистых культур микроорганизмов (бактериальные 
суспензии: 3 штамма F. tularensis в концентрации 2,0×107 
м.к./мл и 6 штаммов гетерологичных микроорганизмов 
в концентрации 4,0×108 м.к./мл).

Воспроизводимость метода оценивали одновре-
менно четыре специалиста разных лабораторий инсти-
тута.

Результаты контроля чувствительности и 
специфичности диагностикумов туляремийных им-
муноглобулиновых латексных и эритроцитарных 
(жидких и лиофилизатов) в РНГА и РАЛ соста-
вили 7,8×105–1,56×106м.к./мл (t=1) и выше, что 
полностью удовлетворяет требованиям нормативной 
документации. Препараты специфичны и не дают 
перекрестных реакций со штаммами гетерологичных 
микроорганизмов (табл. 1).

Проведенные исследования указывают на то, 
что чувствительность и специфичность туляремийного 
полиакролеинового диагностикума не уступают по ана-
логичным показателям эритроцитарному диагностикуму 
при постановке РНГА.

Экспериментально доказано, что в течение всего 
срока испытания эритроцитарные и латексные диагно-
стикумы (в масштабе реального времени) сохраняли 
стабильность без изменения внешнего вида, рН, специ-
фичности и специфической активности. В течение 12 
месяцев наблюдения качественные показатели препарата 
оставались в пределах установленных интервалов при 
температуре хранения от 2 до 8 °С. В процессе приме-
нения восстановленный препарат характеризуется ста-
бильностью своих биологических и физико-химических 
свойств в течение 1 месяца при температуре хранения от 
2 до 8 °С.

И.В. Жарникова и др., с. 27–31
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Таблица 1
Контроль специфической активности и специфичности иммуноглобулиновых диагностикумов  

– эритроцитарных и латексных (выборочно)

№ Штаммы

Диагностикумы
Эритроцитарные Латексные

I комплект II комплект I комплект II комплект
Концентрация взвеси, м.к./мл

1 F. tularensis Schu 7,8×105 1,56×106 1,56×106 7,8×105

2 F. tularensis Miura 1,56×106 1,56×106 1,56×106 7,8×105

3 F. tularensis 890 1,56×106 7,8×105 1,56×106 7,8×105

4 B. abortus 544 

Отрицательные результаты

5 B. melitensis 16-M
6 B. suis 133O
7 Y. enterocolitica 64 
8 Y. enterocolitica 178
9 Y. enterocolitica383
10 Контроль диагностикума Агглютинация отсутствует

Заключение

В итоге выполнения работы проведен сравнитель-
ный анализ биотехнологии получения эритроцитарных и 
латексных диагностикумов и методов РНГА и РАЛ. К 
преимуществам латексного диагностикума можно отнести 
использование в качестве твердой матрицы стабильного 
в физическом и химическом отношении активированного 
полимера с постоянными характеристиками, а также со-
кращение материальных и трудовых затрат при его про-
изводстве. Следовательно, препараты, изготовленные на 
его основе, могут с успехом дополнять или заменять эри-
троцитарные диагностикумы при проведении рутинных 
исследований, направленных на выявление возбудителя 
туляремии или детекцию его антигенов.

Сложности и продолжительность постановки 
реакции с полученными диагностикумами для РАЛ и 
РНГА исследовали при определении патогенных агентов 
(F. tularensis) – установлена их идентичность. 

Достоинства методов РНГА и РАЛ: высокая 
специфичность и чувствительность; простота постановки; 
минимальное количество компонентов; низкая стоимость; 
визуальный учет (нет необходимости в дорогостоящем 
оборудовании и ингредиентах); экспрессность при ис-
следовании микрометодом (2–2,5 ч).
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COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF BIOTECHNOLOGY  
FOR THE PRODUCTION OF ERYTHROCYTE AND LATEX DIAGNOSTICUMS 

TO IDENTIFY THE CAUSATIVE AGENT OF TULAREMIA

I.V. ZHARNIKOVA, E.V. ZHDANOVA, T.V. ZHARNIKOVA, O.L. STARTSEVA,  
S.A. KURCHEVA, A.S. GEOGJAYAN, A.A. SEMIRCHEVA, A.G. KOSHKIDKO, Yu.Yu. GARCUSHA

Stavropol Antiplague Institute of Rospotrebnadzor, Stavropol

A comparative analysis of the biotechnology of obtaining erythrocyte and latex immunoglobulin diagnostics and methods for 
identifying the causative agent of tularemia based on the indirect hemagglutination reaction (IHR) and latex agglutination reaction 
(LAR) was carried out. The chemical properties of latex microcarriers are relatively constant and lend themselves to a lighter and more 
accurate characterization compared to the surface properties of the outer membrane of red blood cells, which vary widely depending 
on conditions such as gender, age, hormonal status of the producer animal and time of blood collection. Pretreatment methods also 
have a significant impact on the stability of red blood cell diagnostics. To obtain stable erythrocyte diagnostics, the method of formalin 
treatment and activation of erythrocytes was experimentally selected. Latex microcarriers do not need preliminary preparation and may 
have prospects of use in conditions not involving the use of instrumental accounting. Studies of comparison of IHR and LAR indicate 
that the sensitivity (7.8×105–1.56×106 m.k./ml (t=1) and higher) and specificity (the absence of cross-reactions with heterologous 
strains) reaction agglutination of latex with prepared tularemia polyacrolein diagnosticum is not inferior in terms of these indicators to 
IHR with erythrocytic diagnosticum.

Keywords: ram erythrocytes, latex, immobilization, tularemia microbe strains, indirect hemagglutination reaction (IHR), latex 
agglutination reaction (LAR).
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ЛИОФИЛИЗАЦИЯ МИКРОБОВ ТУЛЯРЕМИЙНОГО  
ВАКЦИННОГО ШТАММА 15 НИИЭГ
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Экспериментально обоснована возможность производства новой формы выпуска туляремийной вакцины – лиофилизат 
во флаконах. Разработан новый состав среды высушивания клеток туляремийного микроба вакцинного штамма 15 НИИЭГ. 
Определены оптимальные параметры лиофилизации. Исследованы спецификационные характеристики туляремийной вак-
цины. Установлено, что экспериментально обоснованные методические приемы лиофилизации позволяют получать готовую 
лекарственную форму туляремийной вакцины, соответствующую требованиям нормативной документации.
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Введение

Вакцинация против туляремии в 2011 году При-
казом Министерства здравоохранения и социального 
развития РФ (№ 51н от 31 января 2011 г.) включена в 
Национальный календарь профилактических прививок 
по эпидемическим показаниям, предусматривающий 
проведение специфической профилактики для населения, 
проживающего на энзоотичных по туляремии террито-
риях, а также прибывших на эти территории лиц, вы-
полняющих ряд работ. 

Единственным зарегистрированным в России 
средством специфической профилактики туляремии 
служит вакцина туляремийная живая сухая, основным 
компонентом которой являются клетки туляремийного 
микроба вакцинного штамма 15 НИИЭГ. Технология 
производства данного иммунобиологического лекар-
ственного препарата предусматривает: получение по-
севных культур I, II и III генерации штамма Francisella 

tularensis 15 НИИЭГ; осуществление процесса на-
копления биомассы, необходимой для приготовления 
микробной взвеси определенной концентрации; по-
следующий розлив, замораживание, сублимационное 
высушивание; герметизацию и упаковку препарата. 
Готовая лекарственная форма вакцины представляет 
собой биофармацевтическую композицию, которая со-
держит (состав приведен на 1 мл): активный компонент: 
клетки штамма F. tularensis 15 НИИЭГ – 20±10 млрд 
клеток; и вспомогательные вещества: сахароза – 0,099 
г; натрия глутамата моногидрат – 0,1485 г; тиомочевина 
– 0,0495 г; желатин – 0,099 г [1].

Технология производства живой туляремийной 
вакцины предусматривает получение биомассы на полу-
жидких питательных средах в культуральных флаконах 
с аэрацией [9]. Выращивание культуры проводят глу-
бинным методом. Аэрацию осуществляют либо непре-
рывным пропусканием через толщу среды мелкораспы-
ленного воздуха [6], либо непрерывным встряхиванием 
[11]. Эффективность полужидких сред, применяемых для 
производства вакцины невелика, после 18 ч выращивания 
концентрация микроорганизмов увеличивается всего в 
5–6 раз [6, 9].

Отсутствие стадии концентрирования туляремий-
ного микроба в технологии ее производства обладает 
рядом отрицательных моментов:

 - потенциальность выбраковки биомассы после 
процесса ее накопления в случае недостаточной для при-
готовления готовой лекарственной формы концентрации 
микроорганизма;
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 - возможная повышенная реактогенность вакцины 
из-за наличия питательной среды в готовой лекарствен-
ной форме.

Названные недостатки устранены способом по-
лучения концентрата микробных клеток для получения 
живой туляремийной вакцины, изложенным в патенте 
РФ 2528878, который характеризуется тем, что туля-
ремийный микроб выращивают на питательной среде, 
содержащей, г/л: сухой ферментативный гидролизат 
фибрина, приготовленный из отхода производства анти-
рабического иммуноглобулина, – 50–55, глюкозу – 10, 
пантотенат кальция – 0,05, содержание аминного азота 
– не менее 320 мг%, при температуре 37 °С в течение 
20±2 часов с последующим концентрированием микроб-
ной массы путем микрофильтрации культуры туляремий-
ного микроба через мембраны с размером пор 0,2 мкм в 
режиме тангенциального потока жидкости [3].

Однако после лиофилизации биофармацевти-
ческой композиции, с составом среды высушивания 
аналогичным вышеназванным, происходило снижение 
показателя «Процент живых микробных клеток», в 
среднем, на 30%, что может быть связано с неопти-
мальным составом среды высушивания и условиями 
сушки препарата, а также запайки ампул (без вакуума) 
[2]. Кроме того, показатель «Термостабильность» не 
соответствовал требованиям нормативной докумен-
тации.

Применяемая на данный момент технология субли-
мационного высушивания вакцины включает в себя, в 
том числе, осуществление следующих технологических 
процедур:

 - замораживание разлитого в ампулы препарата в 
низкотемпературном холодильнике;

 - перенос замороженного материала на полки субли-
мационной установки;

 - непосредственно лиофилизация;
 - герметизация ампул их запаиванием с использова-

нием горючих газов (пропана, бутана, кислорода).
Во время осуществления названных операций 

существует вероятность возникновения ситуаций, ухуд-
шающих качество готового препарата. Так, во время пере-
носа замороженного материала на полки сублимационной 
установки может произойти его частичное оттаивание, 
приводящее к развитию «коллапса» и ухудшению свойств 
вакцины. При выгрузке ампул после лиофилизации и в 
процессе их запаивания имеется вероятность контамина-
ции воздушной микрофлорой препарата.

Использование горючих газов для запайки ампул, 
в случае их неконтролируемого выхода в производствен-

ные помещения, не исключает возможность отравления 
персонала и взрыва. 

Исключить возникновение подобных ситуаций 
представляется возможным разработкой технологии 
сублимационного высушивания туляремийной вакцины 
во флаконах на лиофилизаторах, позволяющих проводить 
операции замораживания и сушки препарата, а также 
герметизации первичной упаковки непосредственно 
в камере оборудования. При этом следует отметить, 
что в последнее время в качестве первичной упаковки 
лиофилизированных лекарственных и диагностических 
препаратов предпочтение отдается флаконам [5, 8]. 

Таким образом, проблема разработки технологии 
лиофилизации микробов туляремийного вакцинного 
штамма 15 НИИЭГ с целью получения готовой ле-
карственной формы туляремийной вакцины является 
актуальной.

Материалы и методы

В работе использовали вакцинный штамм F. 
tularensis 15 линии НИИЭГ и тест-заражающий при-
родный штамм F. tularensis ssp. holarctica 503/840 
(выделен от клещей в 1949 г.), которые были получены 
из Государственной коллекции патогенных бактерий 
ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» (Саратов, Россия). 
Культуры F. tularensis на этапах подготовки и анализа 
их свойств выращивали на плотной питательной среде 
FT-агар (ГНЦ ПМБ, г. Оболенск) при температуре 
37 °С в течение 48 часов. Стандартные суспензии клеток 
штаммов F. tularensis готовили в стерильном 0,9%-ном 
растворе натрия хлорида с использованием ОСО мут-
ности бактериальных взвесей 10 МЕ, что эквивалентно 
5×109 м.к./мл. 

Проводили сублимационное высушивание куль-
туры F. tularensis 15 НИИЭГ, выращенной методом 
глубинного культивирования в течение 22±1 ч при тем-
пературе 37±0,5 °С в жидкой питательной среде на ос-
нове ферментативного гидролизата фибрина (рН 7,2±1) 
и подвергнутой концентрированию тангенциальной 
микрофильтрацией на микрофильтрационной установке 
Vivaflow 200 (Sartorius, Германия) через мембраны с 
размером пор 0,2 мкм [5]. Культуру смешивали со сре-
дой высушивания, разливали по флаконам и ампулам и 
подвергали сублимационному высушиванию в сушильной 
установке Epsilon 2–6D (Martin Christ, Германия).

Полученные лиофилизаты анализировали по сле-
дующим показателям: подлинность, время растворения, 
рН, время седиментационной устойчивости, размер 
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частиц, потеря в массе при высушивании (остаточная 
влажность), точность розлива, наличие вакуума в первич-
ной упаковке, отсутствие посторонних микроорганизмов 
и грибов, специфическая безопасность, концентрация 
микробных клеток, жизнеспособность (процент живых 
микробных клеток), степень диссоциации, прививае-
мость, иммуногенность, термостабильность. Применяли 
методы, изложенные в Фармакопейной статье на вакцину 
туляремийную живую [1].

Для определения подлинности содержимое первич-
ной упаковки с вакциной разводили водой для инъекций 
до первоначального объема, затем взвесь разводили в 
10 раз 0,9% раствором натрия хлорида, готовили мазки 
и окрашивали иммуноглобулинами флуоресцирующими 
туляремийными сухими (ФСП 42-0180-5316-04) в соот-
ветствии с инструкцией по их применению. Если в мазках 
из препарата микробные клетки светились по периферии 
ярко-зеленым цветом, то считали, что культура вакцинного 
штамма туляремийного микроба является чистой.

Время растворения устанавливали визуально, для 
чего добавляли в первичную упаковку воду для инъекций 
до первоначального объема. Если препарат полностью 
растворялся при встряхивании в течение 3 мин и в рас-
творенном виде представлял собой гомогенную мутную 
суспензию желтовато-белого цвета без посторонних 
примесей, осадка или хлопьев, то его считали прошедшим 
испытания.

рН определяли потенциометрически с использо-
ванием измерителя рН/ОВП/концентрации ионов/
проводимости/концентрации РК SevenExcellence-475 
Mettler Toledo (Pharmacia LKB Biotechnology, Швеция). 
Нормируемое значение составляло 7,2±0,2.

Время седиментационной устойчивости уста-
навливали визуально, для чего добавляли в первичную 
упаковку воду для инъекций до первоначального объема, 
встряхивали в течение 3 мин. Если суспензия вакцины, 
образующаяся при встряхивании, не расслаивалась в те-
чение 5 мин, то препарат считали прошедшим испытания.

Показатель «размер частиц» считали соответ-
ствующим требованиям нормативной документации, 
если суспензия вакцины, полученная после растворения 
лиофилизата препарата в воде для инъекций, свободно 
проходила в шприц через иглу № 0840.

Остаточную влажность препаратов определяли из 
пяти первичных упаковок с использованием влагомера 
Sartorius MA 150 (Sartorius, Германия). Нормируемое 
значение составляет не более 4%. 

Точность розлива определяли по коэффициенту 
вариации массы вакцины в первичной упаковке, который 

должен быть не более 5%. Определение проводили ве-
совым методом. 10 образцов без этикеток обрабатывали 
смесью спирта с эфиром и помещали в эксикатор на 3 ч. 
Первичные упаковки вскрывали, взвешивали вместе с 
препаратом, затем удаляли содержимое и промывали 
водой. После этого первичные упаковки выдерживали в 
сушильном шкафу при температуре 100–105 °С до по-
стоянной массы. По разности масс первичных упаковок 
с содержимым и без него находили массу вещества и 
рассчитывали коэффициент вариации (V) в процентах 
по формуле (1):

 V S
x

=
×100

 S
X x

n
=

−
−

∑( )2

1
 (1)

где S – стандартное отклонение;
x  – среднее арифметическое значение массы 

вещества в ампуле;
X – масса вещества в каждой ампуле;
n – число первичных упаковок.

Наличие вакуума в первичной упаковке определяли 
визуально по цвету свечения газовой среды (определение 
цвета свечения газовой среды ампул с препаратом при 
возбуждении ее высокочастотным электрическим полем 
с помощью аппарата типа д’Арсонваль). Если газовая 
среда давала бледно-голубое свечение, то препарат счи-
тали прошедшим испытания.

Концентрацию микробных клеток измеряли по 
отраслевому стандартному образцу мутности – ОСО 
мутности 42-28-85-П (10 МЕ) ФГБУ НЦЭСМП 
Минздравсоцразвития России, эквивалентной концен-
трации 5 млрд. кл. мл-1, с учетом разведения пробы. 
Для расчета общей концентрации (ОK) использовали 
формулу (2):

 OK V
=

+ × ×( , )
,

,0 5 5 10
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              (2)

где V − объем 0,9% раствора натрия хлорида, 
взятого на разведение пробы, мл;

0,5 − объем испытуемого образца, мл;
5×109 – эквивалент туляремийного микроба, со-

ответствующий стандарту мутности (10 МЕ), м.к./мл.
Жизнеспособность (процент живых микробных 

клеток) определяли высевом на пластинки с FT агаром, 
учет проводили через 5 сут выдерживания посевов при 
температуре 37±1 °С. Из полученных проб (образцов) 
делали последовательные десятикратные разведения до 
10-7, из которых по 0,1 мл взвеси отдельно для каждого 
образца высевали на 3 чашки Петри с питательной сре-
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дой. За количество живых микробных клеток принимали 
среднее арифметическое определений количества вы-
росших колоний в трех образцах. Нормируемое значение 
составляет не менее 40%. Содержание живых микробных 
клеток в процентах (% живых м.к.) рассчитывали по 
формуле (3):

% живых м.к.= БК ×100%, (3)ОК
где БК – количество живых м.к. в 1 мл;
ОК – общая концентрация м.к.

Степень диссоциации культуры определяли по чис-
лу SR (белых) колоний от общего количества выросших 
колоний. После инкубации чашек Петри в термостате 
при температуре 37±1 °С в течение 5 сут их помещали 
на 24 ч в холодильник при температуре от 2 до 8 °С. 
После этого подсчитывали число иммуногенных «бе-
лых» и неиммуногенных «серых» колоний и вычисляли 
их процентное соотношение. Нормируемое значение SR 
(белых) колоний составляет не менее 80%.

Отсутствие посторонних микроорганизмов и 
грибов в препаратах вакцины обеспечивали высевами 
на тиогликолевую среду. Через 14 сут выращивания из 
всех пробирок с посевами и пересевами готовили маз-
ки, окрашивали их по Граму и микроскопировали при 
увеличении К7×40. В случае обнаружения хотя бы в 
одном из 10 просмотренных полей зрения кокков или 
грамположительных палочек – этот образец считали 
загрязненным посторонней микрофлорой. 

Для определения специфической безопасности 
препарат растворяли в 1 мл воды для инъекций, затем 
0,9%-ным раствором хлористого натрия доводили 
до концентрации 5×109 м.к./мл по стандартному об-
разцу мутности ОСО 42-28-85П 10 единиц и по 0,2 
мл вводили подкожно десяти морским свинкам массой 
475±25 г. Вакцина не должна вызывать гибели животных 
в течение 15 сут наблюдения. В месте введения возможно 
транзиторное воспаление кожи и подкожной клетчатки. 
В случае если животные оставались живыми или насту-
пала гибель одной морской свинки в течение 15 сут, то 
препарат считали безвредным. 

Прививаемость. Вакцина в дозе 2×107 живых 
м.к. при накожной иммунизации морских свинок должна 
вызывать через 2–5 сут реакцию в виде инфильтрата 
и гиперемии диаметром от 5 до 15 мм вокруг насечек. 
Содержимое одной первичной упаковки разводили 
водой для инъекций в объеме, который рассчитан для 
накожного применения данной серии вакцины (0,1 мл на 
1 накожную дозу). Далее микробную взвесь разводили 

в 10 раз 0,9%-ным раствором натрия хлорида до кон-
центрации 2×108 живых м.к./мл и прививали накожно 
в объеме 0,1 мл трех морских свинок массой 400+25 г. 
На участок депилированной кожи, предварительно об-
работанной спиртом и эфиром, после испарения эфира 
наносили пипеткой 2 капли микробной взвеси на рас-
стоянии 20–30 мм одну за другой. Через каждую каплю 
оспопрививательным пером делали по две параллельные 
некровоточащие насечки длиной 8–12 мм. Нанесенную 
на кожу взвесь тщательно втирали в течение 1 мин пло-
ской стороной пера. 

Иммуногенность. При накожной иммунизации 
морских свинок дозой 2×107 живых м.к. в объеме 0,1 мл 
не менее 8 из 10 животных должны быть предохранены 
от гибели при подкожном заражении 1000 Dosis certe 
letalis (Dcl) тест-заражающего штамма туляремийного 
микроба, 1 Dcl которого не должна превышать 5 м.к. 
Для определения иммуногенности 10 морских свинок 
массой 350+50 г иммунизировали дозой 2×107 живых 
м.к. в объеме 0,1 мл накожно по методике, изложенной 
для показателя «Прививаемость». Заражение живот-
ных проводили через 25–30 сут после иммунизации 
дозой, равной 1000 Dcl. Наблюдение за зараженными 
животными вели в течение 30 сут. Все контрольные 
животные должны погибнуть от туляремии в срок до 15 
сут при типичных патологоанатомических изменениях 
(плотный инфильтрат в месте введения, гиперемия со-
судов подкожной клетчатки и паховых лимфатических 
узлов, увеличение и уплотнение селезенки и печени). 
Всех павших животных вскрывали, органы и ткани под-
вергали бактериологическому исследованию, высевая их 
методом отпечатков на чашки с FT-агаром. 

Термостабильность. Не менее 7 сут. Опреде-
ление проводили через 14 сут хранения 6 ампул при 
температуре 37±1 °С. Определяли в трех образцах (для 
каждого объединяли содержимое двух первичных упа-
ковок). Показатель термостабильности рассчитывали 
по формуле (4):

 t
A An

=
×
−

0 3 14
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,                            (4)

где t – показатель термостабильности в сут;
lg Ao – логарифм первоначального числа живых 

м.к./мл;
lg An – логарифм числа живых м.к./мл через 14 

сут хранения вакцины при температуре 37+1 °С;
0,3 – постоянная величина;
14 – срок хранения вакцины при температуре 

37+1 °С в сут.

Д.Н. Бибиков и др., с. 32–40
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Температуру замерзания и эвтектические темпера-
туры определяли методом определения удельного элек-
трического сопротивления, разработанным L. Rey [12]. 
Метод основан на параллельном замере температуры 
материала и величины удельного электрического сопро-
тивления исследуемого объекта при его замораживании.

Остальные методические приемы описаны в ре-
зультатах исследований.

Результаты и обсуждение

На первоначальном этапе исследований осущест-
вляли подбор защитных сред высушивания. Полуфа-
брикат вакцины, состоящий из концентрата штамм F. 
tularensis 15 линии НИИЭГ, разводили до необходимой 
концентрации микробных клеток средой высушивания 
на основе 25 мМ калий-фосфатного буфера рН 8,0±0,2 
таким образом, чтобы в 1 мл полученной суспензии было 
20±10 млрд клеток туляремийного микроба и вспомо-
гательных веществ с количеством, представленным в 
таблице 1. Препарат разливали по 1 мл в стеклянные 
флаконы вместимостью 10 мл. В качестве контроля 
применяли существующий биофармацевтический состав 
вакцины в количестве 1 мл, разлитый в ампулы вмести-
мостью 5 мл. 

Таблица 1 
Варианты защитных сред высушивания

Номер 
варианта

Состав среды высушивания, г
трегалоза декстран агар-агар

1 0,3

0,0002

0,0025
2 0,3 отсутствует
3 0,1 0,0025
4 0,1 отсутствует
5 0,3 0,005

Примечание: Основа защитных сред высушивания – 25 мМ 
калий-фосфатный буфер, рН 8,0

По окончании розлива флаконы и ампулы с 
препаратом устанавливали на полки сублимационной 
сушильной установки Epsilon 2–6D, замораживали 
материал до температуры минус 40 °С и выдерживали в 
течение 2 ч. Конденсатор-вымораживатель охлаждали 
до температуры минус 65±5 °С. Во флаконы вставляли 
специальные пробки для лиофилизации таким образом, 
чтобы боковые прорези в пробках не перекрывались пол-
ностью горлышком флакона. Затем создавали остаточное 
давление в сушильной установке 0,1±0,01 мбар. Процесс 
сублимации вели от температуры полок минус 40±5 до 
30±2 °С со скоростью повышения температуры полок не 

более 5 °С в час. Названные температурно-временные 
режимы замораживания и лиофилизации позволили в 
течение всего технологического процесса высушивания 
поддерживать параметр LyoRx, измеряемый в контроле 
и характеризующий электрическое сопротивление ма-
териала в пределах 96–97%, что, по результатам на-
ших предыдущих исследований по совершенствованию 
процесса сублимационного высушивания иммуногенов 
холерной химической вакцины, является оптимальным 
[7]. При достижении температуры материала 25±2 °С 
флаконы герметизировали непосредственно в камере 
сушильной установки, используя винтовой прижима-
тель пробок, являющийся конструктивным элементом 
сушильной установки. После герметизации флаконов 
давление в установке выравнивали с атмосферным и про-
водили выгрузку флаконов и обкатку их алюминиевыми 
колпачками.

Предлагаемый график высушивания представлен 
на рисунке 1.

Рис. 1. График высушивания туляремийной живой 
вакцины

Полученные лиофилизаты контролировали по сле-
дующим показателям: внешний вид препарата, остаточ-
ная влажность, растворимость, рН, седиментационная 
устойчивость. Кроме того, флаконы проверяли на нали-
чие вакуума. Контрольный препарат соответствовал всем 
требованиям. Во всех флаконах имелся вакуум, значения 
рН и остаточной влажности находились в нормируемых 
пределах. В препарате с вариантом защитной среды № 
2 произошло «вспенивание» препарата и, соответствен-
но, он был отбракован по показателю «внешний вид». 
Лиофилизаты с вариантом среды высушивания № 1 и 5 
не прошли испытания по показателям «растворимость» 
и «седиментационная устойчивость», что, по нашему 
мнению, связано с избыточным содержанием в составе 
среды высушивания трегалозы и агар-агара. У препара-
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тов № 3 и 4 зафиксировано уменьшение объема таблетки 
лиофилизата и отслоение ее от стенок флакона (рис. 2). 
Нами было высказано предположение о том, что данный 
эффект может наблюдаться по следующим причинам: 
недостаточные высота высушиваемого материала и (или) 
количество декстрана. Положительным итогом данного 
этапа исследований являлась успешная попытка гермети-
зации флаконов непосредственно в камере лиофилизатора 
с сохранением вакуума в первичной упаковке.

Рис. 2. Внешний вид препаратов № 3 и 4

На дальнейшем этапе исследований мы применили 
следующие варианты сред высушивания, представленные 
в таблице 2. Отличиями методических подходов данного 
шага исследований были: в 1 мл суспензии было 10±5 
млрд клеток туляремийного микроба, препарат разлива-
ли по 2 мл во флаконы. Кроме того, была предпринята 
попытка использования нового компонента среды вы-
сушивания – хитозана.

Таблица 2 
Варианты защитных сред высушивания

Номер 
варианта

Состав среды высушивания, г
трегалоза декстран агар-агар хитозан

А 0,1 0,0002 0,0025 отсутствует
В 0,1 0,0002 отсутствует отсутствует
С 0,1 0,01 0,0025 отсутствует
D 0,1 0,02 отсутствует отсутствует
Е 0,1 0,01 отсутствует 0,02

Примечание: Основа защитных сред высушивания – 25 мМ 
калий-фосфатный буфер, рН 8,0

Характеристики полученных лиофилизатов (внеш-
ний вид препарата, остаточная влажность, растворимость, 
рН, седиментационная устойчивость, наличие вакуума) 
соответствовали нормируемым требованиям. У препарата В 
зафиксировано уменьшение объема таблетки лиофилизата и 
отслоение ее от стенок флакона. В препарате Е показатель 
«растворимость» обладал более лучшими значениями – 20 
секунд. У других лиофилизатов он лежал в пределах от 90 

до 150 секунд. Кроме того, в препарате Е не зафиксировано 
расслоения в течение более 1 часа (время наблюдения). У 
других образцов данный эффект наблюдался в промежуток 
времени от 10 до 30 мин. Основываясь на полученных 
результатах, мы отдали предпочтение следующей био-
фармацевтической композиции (состав приведен на 1 мл): 
клетки штамма F. tularensis 15 НИИЭГ – 10±5 млрд 
клеток; вспомогательные вещества: трегалоза – 0,1 г; дек-
стран – 0,01 г; хитозан – 0,02 г. В этом случае показатели 
специфической активности препарата в лиофилизированном 
состоянии не отличались от препарата в жидкой форме и со-
ставляли: по показателю «концентрация» – 1,2×1010 м.к./
мл, «процент живых микробных клеток» – 74%, «степень 
диссоциации» – 98% (в жидкой форме 1,1×1010 м.к./мл, 
73 и 98%, соответственно). 

В технологии лиофилизации препаратов первой 
процедурой является его замораживание, от правильного 
проведения которого зависит качество готового про-
дукта. Основными характеристиками, позволяющими 
оценить рациональные температурные режимы процедур 
замораживания и последующей сублимации, являются 
температуры полного замерзания, а также нижняя и 
верхняя эвтектическая температуры [9].

Для определения названных свойств живой туляре-
мийной вакцины использовали метод, предложенный L. 
Rey [12], основанный на параллельном измерении темпе-
ратур материала и его электрического сопротивления при 
замораживании-оттаивании образца. Замораживание-
оттаивание осуществляли в установке Epsilon 2–6D, 
где электрическое сопротивление измеряется датчиком 
LyoRx, показания которого выводятся на вторичный 
прибор в процентах.

Результаты определения температурных характери-
стик туляремийной вакцины представлены на рисунке 3. 

Рис. 3. График зависимости величины электрического 
сопротивления от температуры живой туляремийной 
вакцины

Д.Н. Бибиков и др., с. 32–40
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Анализ данных рисунка 3 показывает, что значе-
ния определяемых характеристик являются следующими: 
температура полного замерзания – минус 40 °С (точка 
А), нижняя и верхняя эвтектическая температуры – 
минус 35 °С (точка В) и минус 25 °С (точка С) соот-
ветственно.

В практическом плане знание этих температур 
позволяет сделать вывод о целесообразности замора-
живания препарата до минус 40–45 °С (на 5–10 °С 
ниже значения нижней эвтектической температуры, как 
рекомендовано рядом исследователей [4, 12]), а также 
проведения процесса первичной сублимации при значе-
ниях температуры, лежащих в интервале от минус 35 °С 
до минус 25 °С. 

По предложенным методическим приемам лиофи-
лизации получены экспериментально-производственные 
серии туляремийной вакцины и исследованы ее нормиру-
емые показатели. Для сравнения вакцину с подобранным 
биофармацевтическим составом t разливали по 2 мл в 
стеклянные флаконы вместимостью 10 мл и в ампулы 
вместимостью 5 мл в количестве 1 мл. Спецификация 
полученных форм вакцины по нормируемым показателям 
сразу после сушки и спустя 2 года после хранения при 4 °С 
представлена в таблице 3. Из анализа полученных данных 
следует, что флаконы с лиофилизатом полностью соответ-
ствуют предъявляемым требованиям независимо от срока 
хранения, в то время как вакцина в ампулах не отвечала 
требованиям жизнеспособности и термостабильности.

Таблица 3 
Спецификация экспериментальных серий живой туляремийной вакцины, полученной по усовершенствован-

ной технологии (результаты объединенной пробы из трех флаконов (ампул)

Показатели

Первичная упаковка, срок хранения

Флакон,  
0 ч хранения

Ампула,  
0 ч хранения

Флакон,
2 года хранения  

при 4 °С

Ампула,
2 года хранения

при 4 °С

Описание
пористая масса 
светло-желтого 

цвета

пористая масса 
светло-желтого 

цвета

пористая масса 
светло-желтого 

цвета

пористая масса 
светло-желтого 

цвета
Время растворения 2–3 сек. 2–3 сек. 2–3 сек. 2–3 сек.
рН 6,83 6,85 6,87 6,83
Время седиментационной устойчивости >5 мин. >5 мин. >5 мин. >5 мин.
Размер частиц свободно свободно свободно свободно
Специфическая активность:
1. Концентрация микробных клеток 1,2×1010 1,7×1010 1,2×1010 1,7×1010

2. Процент живых м.к. 52% 31% 41% 17%
3. Степень диссоциации 89% SR колоний 87% SR колоний 90% SR колоний 89% SR колоний
Термостабильность 8 сут 4,5 сут 7 сут не проверяли

Для оценки иммуногенности, прививаемости и 
специфической безопасности на морских свинках была 
выбрана экспериментальная серия живой туляремийной 
вакцины, лиофилизированная во флаконах. О специ-
фической безопасности вакцины судили по 100%-ной 
выживаемости морских свинок в течение всего срока на-
блюдения после введения 0,2 мл вакцины в концентрации 
5×109 м.к./мл. Осмотр места введения также показал 
незначительную гиперемию на 2–3-е сутки (допусти-
мая местная реакция), которая не регистрировалась к 7 
суткам. Гибели животных во всех исследуемых группах 
не происходило. При накожной вакцинации морских 
свинок дозой 2×107 живых м.к. через 2–5 сут. на коже 
у животных наблюдалась реакция в виде инфильтрата 
и гиперемии диаметром от 5 до 10 мм вокруг насечки. 

При последующем подкожном заражении через 29 
суток накожно вакцинированных морских свинок тест-
заражающим штаммом F. tularensis 503/840 в дозе 
5000 м.к. (1 Dcl=5 м.к.) все животные выжили (срок 
наблюдения 30 сут.), тогда как группа контрольных жи-
вотных пала на 11-е сутки. Проводили вскрытие павших 
и выживших животных с высевом методом отпечатков 
на FT-агар. Патологоанатомическая картина павших 
животных была характерной для туляремийной инфек-
ции (плотный инфильтрат в месте введения, гиперемия 
сосудов подкожной клетчатки и паховых лимфатических 
узлов, увеличение и уплотнение печени и селезенки). В 
высевах от павших животных был отмечен рост туляре-
мийного микроба, в высевах от выживших специфиче-
ского роста не наблюдалось.
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Представляло определенный научно-практический 
интерес изучение влияния продолжительности заморажи-
вания на качество лиофилизатов туляремийной вакцины. 
Флаконы с препаратом замораживали до температуры 
материала минус 40±5 °С на полках сублимационной 
сушильной установки. При этой температуре матери-
ал выдерживали в течение следующих промежутков 
времени: 2–3 ч, 5–6 ч, 10–11 ч, 15–16 ч, 23–24 ч. 

Далее высушивали в соответствии с технологическими 
приемами, описанными ранее.

Оценку влияния времени замораживания на ка-
чество лиофилизатов проводили по следующим показа-
телям: внешний вид препарата, остаточная влажность, 
растворимость, рН, седиментационная устойчивость, 
жизнеспособность. 

Результаты исследований представлены в таблице 4. 

Таблица 4 
Результаты исследований влияния времени замораживания на качество лиофилизатов

Время  
замораживания, ч

Остаточная  
влажность, %

Растворимость, 
секунд рН Седиментационная 

устойчивость, мин
Жизнеспособность, 

%

I II I II I II I II I II
2–3

н/о

0,8

н/о

30 6,9 7,0

н/о более 60

62 60
5–6 0,8 35 7,0 7,1 58 55

10–11 1,1 25 7,1 7,1 69 69
15–16 1,0 30 6,9 6,9 54 53
23–24 0,9 30 7,0 7,0 70 68

Примечание: I – значение показателя жидкого препарата, II – значение показателя лиофилизата, н/о – не определяли

По внешнему виду полученные лиофилизаты 
представляли собой сухую массу желтовато-белого цвета 
в виде хорошо сформированной таблетки. Остаточная 
влажность для препаратов была практически одинаковой 
и составляла от 0,8 до 1,1%. Значение рН растворов, 
полученных после растворения лиофилизатов, было от 
6,8 до 6,9. Полученные лиофилизаты легко растворялись 
в 1 мл воды в течение 2–3 секунд. Расслаивание пре-
паратов в течение более 60 мин обнаружить не удалось. 
Жизнеспособность образцов после их лиофилизации 
практически не менялась в сравнении с жидкими препара-
тами. Значения всех показателей соответствовали норми-
руемым требованиям. Полученные экспериментальные 
данные позволяют сделать вывод об одинаковом влиянии 
времени замораживания на показатели лиофилизатов. В 
практическом плане это дает возможность варьировать 
временем начала сублимационного высушивания.

Заключение

В результате проведенных исследований усовер-
шенствована технология лиофилизации клеток туляре-
мийного микроба вакцинного штамма 15 НИИЭГ, по-
зволяющая получать новую форму выпуска туляремийной 
вакцины – лиофилизат во флаконах, соответствующую 
требованиям нормативной документации.
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LYOPHILIZATION OF MICROBES  
OF TULAREMIA VACCINE STRAIN 15 NIIEG

D.N. BIBIKOV1, A.V. KOMISSAROV1,2, O.A. VOLOKH1, E.M. KUZNETSOVA1, S.A. BADARIN1, 
N.G. AVDEEVA1, Yu.I. SAMOKHVALOVA1, A.K. NIKIFOROV1,2

1 Russian Research Anti‐Plague Institute «Microbe»,  
2 N.I. Vavilov Saratov State Agrarian University, Ministry of Agriculture of the Russian Federation, Saratov

The possibility of producing a new form of tularemia vaccine – lyophilizate in vials – was experimentally substantiated. A new 
composition of the medium for drying tularemia microbe cells of the vaccine strain 15 NIIEG was developed. Optimal freeze-drying 
parameters were determined. The specification characteristics of tularemia vaccine were investigated. It was established that experimentally 
based methodological procedures for freeze-drying made it possible to obtain a finished dosage form of tularemia vaccine that meets 
the requirements of normative documentation.

Keywords: live tularemia vaccine, freeze drying, drying medium, lyophilizate in vials.
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КОМПЛЕКСНЫЙ МЕТОДИЧЕСКИЙ ПОДХОД ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ 
ИММУНОБИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ АНТИГЕННЫХ КОМПОНЕНТОВ 

ВНЕШНИХ МЕМБРАН ТУЛЯРЕМИЙНОГО МИКРОБА

Е.М. КУЗНЕЦОВА*, С.В. БОРИСОВА, О.А. ВОЛОХ, А.К. НИКИФОРОВ

ФКУЗ «Российский научно‐исследовательский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, 
Саратов

Дан обзор общих теоретических положений различных исследователей и экспериментального авторского вклада, что 
позволило разработать комплексный методический подход к выделению иммунобиологически активных антигенных компонен-
тов внешних мембран туляремийного микроба с позиций особенностей химической и антигенной структуры клеток и участия 
определенных антигенных комплексов в процессах иммуно- и патогенеза. Представленный алгоритм анализа протективного 
антигенного комплекса (ПАК и ПАК-М) дает возможность охарактеризовать состав препаратов и может быть использован 
для анализа комплексных антигенов F. tularensis сложной химической природы. Разработанная и апробированная технология 
ступенчатой разборки клеток возбудителя туляремии на субклеточные фракции и компоненты позволяет осуществить прак-
тически безотходную переработку бактериальной массы с получением специфических антигенов и их компонентов, пригодных 
для конструирования высокоэффективных профилактических и диагностических препаратов.

Ключевые слова: туляремийный микроб, иммунобиологически активные антигенные компоненты внешних мембран, 
комплексный метод, обзор.
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Существование многочисленных стойких природ-
ных очагов туляремии на территории Российской Федера-
ции определяет напряженность эпидемической ситуации в 
ряде административных территорий страны, где ежегодно 
регистрируются заболевания этой инфек цией (Кудрявцева 
Т.Ю. и др., 2019) [7]. На сегодняшний день наиболее 
актуальной проблемой остается разработка безопасной 
субъединичной вакцины, а также методов экспресс ин-
дикации возбудителя и ранней диагностики инфекции 
(Мокриевич А.Н. и др., 2019 [12]; Mansour A.A. et 
al., 2018 [43]; Yanes H. et al., 2018 [51]). У возбудителя 
туляремии липополисахарид (ЛПС) и белки внешней 
мембраны (ВМ) влияют на специфичность иммунного 
ответа макроорганизма, обладают уникальной полиэпитоп-
ной антигенной структурой и рассматриваются как основа 
для создания профилактических и диагностических пре-
паратов (Huntley et al., 2007 [37]; Hickey A.J. et al., 2011 
[36]; Kilmury S.L.N., Twine S., 2011 [40]; Post D.M.B. 
et al., 2017 [45]). Современные представления о строении 

клетки Francisella tularensis, ее антигенном составе по-
зволяют определить выбор рационального методического 
подхода к процессу выделения и очистки отдельных кле-
точных компонентов, необходимых для конструирования 
эффективных диагностических препаратов с заданными 
свойствами, а также подойти к решению вопроса создания 
химической туляремийной вакцины, обладающей высокой 
протективной активностью и безвредностью. 

Липополисахарид F. tularensis является одним из 
основных отличительных маркеров ВМ и определяет 
видовую серологическую специфичность туляремийного 
микроба. В лабораторной практике наибольшую по-
пулярность имеет метод водно-фенольной экстракции 
препарата ЛПС F. tularensis по методике, предложенной 
О. Westphal (1965) [50], с последующей его очисткой от 
примесей нуклеиновых кислот и белков ультрацентрифу-
гированием, обработкой протеолитическими ферментами 
или аффинной хроматографией на иммобилизованном 
полимиксине В. Полученный подобными методами ЛПС 
туляремийного микроба успешно зарекомендовал себя 
как диагностически значимый антиген (Fulop M.J. et al., 
1991 [32]; Николаев В.Б., 2005 [13]). Использование 
щадящего способа выделения ЛПС из франциселл по 
методу R.P. Darveau, R.E. Hancock (1983) [27], осно-
ванному на обработке клеток панкреатическими нукле-
азами, додецилсульфатом натрия и ЭДТА, позволило 
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получить более чистые препараты ЛПС. Содержание 
белка в полученном препарате по общему весу составляет 
0,1%, НК – 1%, липидов – от 2 до 5%, способ ис-
пользовался при разработке дот-иммуноанализа (ДИА) 
(Аронова Н.В., Павлович Н.В., 2000) [2]. Кроме 
того, известен способ извлечения ЛПС F. tularensis с 
помощью коммерческого реагента для выделения РНК, 
содержащего фенол и гуанидин тиоционат. Полученный 
подобным способом ЛПС характеризуется низким со-
держанием свободного фосфора (11% от общего объ-
ема) и применялся при конструировании микрочипов 
для детекции противотуляремийных антител (Yi E.C., 
Hackett M. 2000 [52]; Thirumalapura N.R. et al., 2005 
[48]). В последнее время при разработке препаратов 
для серодиагностики туляремии зарубежными авторами 
все чаще используются либо коммерческие буферы для 
экстракции ЛПС с последующей очисткой готового 
препарата протеиназой К (Grunow R. et al., 2000 [34]; 
Kischel N., 2002 [41]), либо уже готовые коммерческие 
препараты ЛПС F. tularensis (Chaignat V. et al., 2014) 
[26]. Независимо от способа получения и хемотипа 
ЛПС F. tularensis установлено, что он не обладает про-
тективной активностью и не может обеспечить защиту 
от вирулентных штаммов возбудителя инфекции.

При извлечении белков ВМ грамотрицательных 
бактерий наиболее распространенным методом является 
разрушение клеток с последующим дифференциальным 
центрифугированием и/или экстракцией детергентами 
(Родионова И.В., Захаренко В.И. 1990 [17]; Khlebnikov 
V.S. et al., 1996 [39]; Surcel H.M. et. al., 1989 [47]). 
В более поздних исследованиях очищенные фракции 
мембранных белков F. tularensis извлекали экстракцией 
карбонатом натрия или используя центрифугирование в 
градиенте плотности сахарозы после осмотического лизиса 
клеток (Pavkova I. et al., 2005 [44]; Huntley J.F. et al., 
2007 [37]; Post D.M.B. et al., 2017 [45]). Полученные 
подобным способом препараты ВМ туляремийного микро-
ба содержат, согласно литературным данным, до 35 белков 
и липопротеинов с молекулярными массами от 10 до 143 
кДа, обладают иммунодиагностической значимостью, но 
ни один из них не способен индуцировать протективный 
иммунный ответ. С другой стороны, использование ком-
плексных препаратов ВМ или конъюгированных с адъю-
вантом позволяет получить выраженный вакцинирующий 
эффект для белых мышей против заражения как голаркти-
ческими, так и неарктическими штаммами возбудителя 
туляремии (Huntley J.F. et al., 2008) [38]. Изолированные 
иммуноспецифические белки ВМ туляремийного микроба 
получают в основном двумя методами: препаративным 

электрофорезом и с использованием рекомбинантных 
технологий (Лящук А.М. и др. 2006 [11]; Павлов В.М., 
Дятлов И.А., 2012 [15]; Горбатов А.А. и др., 2017 [4]; 
Bevanger L. et. al., 1989 [25]; Surcel H.M. et. al., 1989 [47]; 
Sjostedt A. et. al., 1990 [46]; Ericsson M. et al., 1997 [30]; 
Barel M. et al., 2008 [24]; Hickey A.J. et al., 2011 [36]).

В наружной мембране клетки ЛПС специфически 
взаимодействуют с белками, образуя устойчивые к химиче-
ским воздействиям ЛПС-белковые комплексы (ЛПБК). 
Наибольшее количество основополагающих работ по 
антигенному составу F. tularensis посвящено исследованию 
так называемых антигенов Ларсона (экстракция серным 
эфиром) и Буавена (экстракция трихлоруксусной кисло-
той), которые и представляют собой подобные структуры. 
Описанные антигенные комплексы практически не от-
личаются между собой, хотя серологическая активность 
и иммуногенность антигена Буавена значительно выше, 
что послужило основанием для его использования при 
изготовлении коммерческого туляремийного эритроцитар-
ного диагностикума. Протективной активностью данные 
антигены не обладали (Олсуфьев Н.Г., 1975) [14].

В дальнейшем при исследовании компонентов ВМ 
F. tularensis рядом отечественных исследователей в Ин-
ституте иммунологии (п. Любучаны) в 1990-х годах была 
разработана схема получения препарата ВМ возбудителя 
туляремии, который обладал протективными свойства-
ми. Метод заключался в обработке экстракта мембран 
клеток F. tularensis ультразвуком с последующим ультра-
центрифугированием (Khlebnikov V.S. et al., 1996) [39]. 
Данный препарат содержал белок (12–22%), углеводы 
(15–30%) и липиды (до 40%), по данным SDS-PAG 
электрофореза, в его состав входило до 25 белковых 
фракций с молекулярными массами от 10 до 80 кДа. Из 
протективного препарата ВМ туляремийного микроба 
были получены ЛПБК различными методами. Обработка 
ВМ растворами дезоксихолата натрия с ЭДТА с после-
дующей гель-фильтрацией позволила выделить четыре 
фракции ЛПБК с различными молекулярными массами и 
химическим составом. Наиболее иммунологически актив-
ная фракция IV имела молекулярную массу 15–35 кДа, 
в ее состав входили субъединицы с мол. массами 15, 17 и 
19 кДа, соотношение ЛПС:белок составляло 1:1. Данная 
методика в дальнейшем послужила основой для разработки 
метода выделения и очистки белка 17 кДа из R-варианта 
вакцинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ (Кулевацкий 
Д.П., 1994) [10]. Установлено, что очищенный белок 17 
кДа обладал слабым защитным эффектом (ED50 = 240 
мкг против штамма 503 в дозе 50 ж.м.к.), иммунизация же 
комплексом ЛПС-белок 17 кДа обеспечивала дозозави-
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симый эффект выживания мышей. Наиболее выраженный 
защитный эффект наблюдался при их соотношении 1:2 
(ED50 = 38 мкг). Была предложена методика аффинной 
хроматографии препарата ВМ с применением превен-
тивных моноклональных антител FB11x, специфичных к 
туляремийному ЛПС. Выделенный подобным способом 
антиген представлял собой ЛПБК, основные белки ко-
торого представлены полипептидами с мол. массами 17 и 
43 кДа, и проявлял выраженный протективный эффект 
в отношении мышей при заражении культурой вирулент-
ного штамма 503 (Аверин С.Ф. и др. 1992) [1]. Кроме 
того, с помощью гель-фильтрации на сефарозе 6В в две 
стадии из экстракта ВМ клеток, обработанных ультра-
звуком, выделена фракция с молекулярной массой 450 
кДа, представляющая собой очищенный белок GroEL 
(63 кДа) F. tularensis, способный взаимодействовать с 
иммуноглобулинами человека и кролика. Ни белок 63 кДа, 
ни сконструированные из него комплексы с различными 
соотношениями ЛПС:белок протективными свойствами не 
обладали (Коровина О.В., 1993 [6]). При многократном 
ультрацентрифугировании фракции ВМ туляремийного 
микроба был получен препарат С-комплекс (Патент РФ 
2221591 [16]), который благодаря достаточно высокой 
протективной активности рассматривался как прототип хи-
мической туляремийной вакцины (ХТВ). В РосНИПЧИ 
«Микроб» был разработан метод получения протективно-
го антигенного комплекса (ПАК) как из клеток, так и из 
культуральной жидкости методом поэтапного осаждения 
при понижающемся рН (Шепелёв И.А., 2005) [23]. Дан-
ный антигенный комплекс использовался при разработке 
как профилактических, так и диагностических препаратов 
(Храмкова Е.М. и др., 2007 [22]; Волох О.А. и др., 2013 
[3]). Николаевым В.Б.. 2005 [13]) предложен комплекс 
методических приемов, включающий в себя ультразву-
ковую дезинтеграцию, экстракцию клеток растворами 
мочевины, детергентов, дифференциальное центрифуги-
рование, осаждение органическими растворителями, гель-
хроматографию, позволяющий изолировать 17 антигенных 
препаратов различного химического состава. Установлено, 
что наибольшей протективной активностью в опытах на 
лабораторных животных обладал препарат клеточных 
оболочек белково-углеводной природы, содержащий в 
своем составе около 25 полипептидных полос. Позднее, 
благодаря продолжению исследований в этом направлении 
были получены препараты клеточных стенок F. tularensis 
четырех подвидов, иммуногенная активность которых 
указывает на перспективность их использования в каче-
стве компонентов при создании вакцин (Корнева А.В. 
и др., 2014 [5]; Старовойтова Т.П. и др., 2017 [19]). 

Изолирован полигрупповой водорастворимый антиген из 
трех штаммов F. tularensis разных подвидов, подобрана 
схема иммунизации кроликов-продуцентов для полу-
чения на его основе иммунных туляремийных сывороток, 
диагностическая ценность которых была подтверждена и 
позволила наладить их производственный выпуск (Тюмен-
цева И.С. и др., 2012 [20]). Исследования комплексных 
туляремийных антигенов дали возможность выделить из 
осветленного лизата бактерий F. tularensis 15НИИЭГ 
«кислотонерастворимый комплекс» (КНК) – белково-
липополисахаридную фракцию, в составе которой при-
сутствует не менее шести иммунодоминантных белковых 
компонентов с мол. массами от 17 до 87 кДа, и показать 
перспективы его использования в качестве антигена в ре-
акциях при изучении клеточного иммунитета (Фирстова 
В.В. и др., 2014 [21]; Мокриевич А.Н. и др., 2019 [12]). 
Иммунизация мышей КНК как в виде коллоидного рас-
твора, так и на твердом носителе (в форме микрокапсул 
и на алюмогеле) эффективно индуцировала гуморальный 
иммунный ответ, но не позволяла полностью защитить 
мышей от заражения природным штаммом F. tularensis 
из-за слабой специфической активации клеточного звена 
иммунитета (Сомов А.Н. и др., 2017) [18]. Обзор методов 
выделения основных иммунореактивных антигенов ВМ 
F. tularensis приведен в таблице 1.

Представленные методы извлечения белков и 
ЛПБК ВМ возбудителя туляремии не давали возмож-
ности полностью охарактеризовать полученные комплексы 
из-за грубого способа извлечения данных антигенов и на-
личия в их составе посторонних веществ, содержащихся 
в периплазматической и/или цитоплазматической мем-
бране F. tularensis. Первый предполагаемый белок ВМ F. 
tularensis с молекулярной массой 43 кДа удалось иденти-
фицировать при исследовании экстрактов бактериальных 
клеток в иммуноблоттинге с сыворотками людей, пере-
болевших туляремией во время вспышки в Норвегии, это 
был белок FopA (Bevanger, L., Maeland J.A., Naess A.I. 
1989) [25]. С 2000 года 2D-электрофорез в сочетании с 
иммуноблоттингом начал активно использоваться исследо-
вателями для идентификации иммунодоминантных анти-
генов F. tularensis (Havlasova J., et al., 2002 [35]; Kilmury 
S.L.N., Twine S.M., 2011 [40]). Этот методический 
подход получил название «SERPA» – серологический 
анализ протеома, который в сочетании с достижениями 
в области геномики и масс-спектрометрии позволил про-
водить идентификацию отдельных белков F. tularensis, 
обладающих иммунореактивностью и стимулирующих 
иммунную систему организма (Fulton K.M., Twine S.M., 
2019) [33].

Е.М. Кузнецова и др., с. 41–49
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Таблица 1
Методы выделения антигенных компонентов ВМ Francisella tularensis

Источник  
выделения Антиген Метод выделения Литературный источник

Бактериальные 
клетки

ЛПС

водно-фенольная экстракция Westphal O., et al., 1965 [50]
аффинная хроматография на полимиксине В и об-
работка тритоном Х-114 или твином 80, экстракцией 
мочевиной

Николаев В.Б., 2005 [13]

экстракция SDS и ЭДТА Darveau R.P. , et al., 1983 [27]
с помощью коммерческих реагентов для выделения 
РНК Yi E.C., Hackett M. 2000 [52] 

коммерческие буферы для экстракции ЛПС, обработка 
Протеиназой К

Grunow R. et al., 2000 [34]; 
Kischel N., 2002 [41]

Белки ВМ

ультразвук, дифференциальное центрифугирование, 
экстракция 0,5% раствором N-лаурил-саркозината

Surcel H.M. et. al., 1989 [47];
Родионова И.В., Захаренко В.И. 

1990 [17]
обработка фенолом, ультразвук, ультрацентрифуги-
рование; колоночная 2-стадийная гель-фильтрация на 
сефарозе 6В

Коровина О.В., 1993 [6]

экстракция карбонатом натрия Pavkova I. et al., 2005 [44]
осмотический лизис сферопластов клеток, центрифуги-
рование в градиенте плотности сахарозы Huntley J.F. et al., 2007 [37]

препаративный электрофорез и электроэлюция
Bevanger L. et. al., 1989 [25];
Surcel H.M. et. al., 1989 [47];
Ericsson M. et al., 1997 [30]

рекомбинантные технологии

Sjostedt A. et. al., 1990 [46];
Лящук А.М. и др. 2006 [11];

Barel M. et al., 2008 [24];
Горбатов А.А. с соавт., 2017 [4]

ЛПБК ВМ

экстракция ТХУ, серным эфиром, фенолом Олсуфьев Н.Г., 1975 [14]
обработка фенолом, ультразвуком, ультрацентрифуги-
рование

Khlebnikov V.S. et al., 1996 [39];
Патент РФ 2221591 [16]

обработка фенолом, ультразвуком, ультрацентрифуги-
рование, обработка дезоксихолатом натрия с ЭДТА, 
гель-фильтрация

Кулевацкий Д.П., 1994 [10]

обработка фенолом, ультразвуком, ультрацентрифуги-
рование, аффинная хроматография на колонке с МкАт 
FB11X

Аверин С.Ф. и др. 1992 [1]

ультразвук, экстракция растворами мочевины, твина 
80, цетавлона, дифференциальное центрифугирование, 
осаждение органическими растворителями, гель-
хроматография

Николаев В.Б., 2005 [13]

ультразвук, водно-солевая экстракция, центрифугиро-
вание Тюменцева И.С. и др., 2012 [20]

обработка раствором мочевины, ультрацентрифугиро-
вание Корнева А.В. и др., 2014 [5]

Бактериаль-
ные клетки, 

культуральная 
жидкость

обработка фенолом, гидродинамический стресс, поэтап-
ное осаждение при понижающемся рН Шепелёв И.А., 2005 [23]

обработка фенолом, закисление лизата клеток 5М 
уксусной кислотой, центрифугирование

Фирстова В.В. и др., 2014 [21];
Мокриевич А.Н. и др., 2019 [12]
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Разработан новейший подход – протеомный 
микрочип, который позволяет за один эксперимент 
исследовать иммунохимическую активность белков 
с большим количеством сывороток (свыше 800 сы-
вороток), но требует соответствующего оснащения 
лабораторий (Eyles J.E. et al., 2007) [31]. Для ана-
лиза комплексных антигенов туляремийного микроба 
сложной химической природы нами был разработан 

методический подход, включающий в себя определение 
их молекулярной массы, анализ физико-химических 
свойств, анализ иммунохимической активности, опре-
деление их субъединичного состава и идентификацию 
иммунореактивных компонентов, который позволил 
охарактеризовать препараты ПАК и ПАК-М из 
F. tularensis 15НИИЭГ (Кузнецова Е.М. и др. 2012, 
2019) [8, 9] (рис. 1).

Рис. 1. Алгоритм анализа антигенных комплексов туляремийного микроба сложной химической природы

Способность F. tularensis вызывать заболевание 
в организме хозяина, по-видимому, связано с его спо-
собностью размножаться внутриклеточно, а не спо-
собностью продуцировать какие-либо специфические 
токсины. В организме хозяина возбудитель туляремии 
включает адаптационные механизмы, которые позволя-
ют им выжить в агрессивных условиях. Установлено, что 
по мере прохождения F. tularensis через внутриклеточ-
ный цикл (фагоцитоз, спасение от фагосомы, логариф-
мическая цитоплазматическая репликация, индукция 
аутофагических вакуолей и клеточный выход) бактерия 
F. tularensis адаптируется за счет модулирования экс-
прессии некоторых генов (Павлов В.М., Дятлов И.А., 
2012 [15]; Wehrly et al., 2009 [49]). Были проведены 
исследования, имитирующие во время роста in vitro одно 
или несколько стрессовых воздействий, которым под-
вергается F. tularensis во время пролиферации внутри хо-
зяина. Изучение изменения в бактериальном протеоме 
F. tularensis в ответ на воздействие перекиси водорода, 
имитация реакции окислительного стресса показали 
повышение уровня экспрессии белков-шаперонов, 

таких как GroEL, DnaK, ClpB и SodB (Ericsson M. 
et al., 1994 [29]; Lenco J. et al., 2005 [42]). Факторы 
вирулентности, такие как белок острова патогенности, 
IglC, также был идентифицирован в некоторых из 
этих исследований. Многими исследователями было 
показано, что выращивание штамма F. tularensis в ус-
ловиях ограничения железа и изменение температуры 
роста влияют на экспрессию многих бактериальных 
генов возбудителя (Deng et al., 2006 [28]; Kilmury 
S.L.N., Twine S.M., 2011 [40]). Благодаря созданию 
стрессовых условий in vitro, которые наиболее близко 
имитируют среду хозяина, стало возможным проводить 
анализ изменения протеома F. tularensis и увеличивать 
продукцию иммунореактивных белков-шаперонов в 
процессе выделения его антигенов.

В конечном итоге теоретические предпосылки и 
полученные нами экспериментальные данные позволили 
разработать методический подход к биотехнологии полу-
чения иммунологически активных бактериальных анти-
генов на модели F. tularensis 15НИИЭГ, представленный 
на схеме (рис. 2). 

Е.М. Кузнецова и др., с. 41–49
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Рис. 2. Схема поэтапного фракционирования клеток туляремийного микроба для выделения антигенов

Первый этап технологии включает в себя полу-
чение фракции секретируемых белков-шаперонов из 
бактериальной массы вакцинного штамма F. tularensis 
15НИИЭГ. Сущность метода заключается в том, что 
клетки туляремии помещаются в условия, моделирую-
щие условия пребывания патогена внутри макрофага 
(использование питательных сред на основе сердечно-
мозговой вытяжки и гидролизата белков животного про-
исхождения, добавление перекиси водорода, повышение 
температуры выращивания до 42 °С), благодаря чему 
микроб увеличивает выход белков-шаперонов. Подобные 
белки являются иммунореактивными, стимулирующими 
выработку Т-клеток и продукцию гамма-интерферона, 
являются перспективными компонентами разрабатыва-
емых вакцинных препаратов (субъединичных и ДНК-
вакцин) и рассматриваются в качестве диагностической 
мишени. Переработка бактериальной массы с помощью 
химических агентов позволяет получать суммарный 
клеточный белок (II этап), который содержит в своем 
составе, согласно SDS-PAGE, до 15 белковых полос, 
обладает высокой иммунохимической активностью в 
ИФА и может использоваться в лабораторной практике. 
Дальнейшая работа (III этап) по выделению антигенов 
проводилась путем разрушения клеток F. tularensis с 
помощью гидродинамического стресса с последующим 
выделением пула ЛПС-белковой фракции ВМ (ПАК) 

методом изоэлектрической преципитации при постепен-
но понижающемся рН (изоточка рН 4,3) с поэтапным 
освобождением от балластных веществ. Полученный 
подобным способом препарат ПАК обладал высокой 
иммунохимической и протективной активностью и ис-
пользовался при разработке химической туляремийной 
вакцины и диагностических тест-систем (Храмкова 
Е.М. и др., 2007 [22]; Волох О.А. и др., 2013 [3] ). 
На IV этапе технологии препарат ПАК обрабатывали 
протеолитическим ферментом проназа Е. Полученная с 
помощью ферментативного гидролиза и хроматографи-
чески очищенная фракция F. tularensis ПАК-М (Bfr-О 
антиген) обладала высокой антигенной и иммунобиоло-
гической активностью (Кузнецова Е.М. и др., 2019) [9]. 
После водно-фенольной экстракции препарата ПАК 
была получена фракция низкомолекулярных белков и 
S-ЛПС туляремийного микроба, а обработка антигена 
раствором детергента Тритон Х-100 или саркозила 
увеличивала иммунохимическую активность антигена, 
что может в дальнейшем использоваться при конструи-
ровании диагностических тест-систем.

Таким образом, теоретические положения и наши 
эксперименты позволили разработать комплексный ме-
тодический подход к выделению иммунобиологически 
активных антигенных компонентов внешних мембран 
туляремийного микроба с позиций особенностей хими-
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ческой и антигенной структуры клеток и участия опре-
деленных антигенных комплексов в процессах иммуно- и 
патогенеза. Представленный алгоритм анализа ПАК и 
ПАК-М позволил охарактеризовать состав препаратов 
и может быть использован для анализа комплексных 
антигенов F. tularensis сложной химической природы. 
Разработанная и апробированная технология ступенчатой 
разборки клеток возбудителя туляремии на субклеточные 
фракции и компоненты позволяет провести практически 
безотходную переработку бактериальной массы с полу-
чением специфических антигенов и их компонентов, 
пригодных для конструирования высокоэффективных 
профилактических и диагностических препаратов.
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AN INTEGRATED METHODOLOGICAL APPROACH FOR THE ISOLATION 
OF IMMUNOBIOLOGICALLY ACTIVE ANTIGENIC COMPONENTS  

OF THE OUTER MEMBRANES OF TULAREMIA MICROBE

Ye.M. KUZNETSOVA, S.V. BORISOVA, O.A. VOLOKH, A.K. NIKIFOROV

Russian Research Anti‐Plague Institute «Microbe» Rospotrebnadzor, Saratov

A review of the general theoretical principles of various researchers and experimental contributions has been given, which made 
it possible to develop a comprehensive methodological approach to isolating the immunobiologically active antigenic components of 
the outer membranes of the tularemia microbe from the standpoint of the characteristics of the chemical and antigenic structure of cells 
and the participation of certain antigenic complexes in the processes of immuno- and pathogenesis. The presented algorithm for the 
analysis of protective antigenic complex (PAC and PAC-M) makes it possible to characterize the composition of the preparations 
and can be used to analyze complex antigens of F. tularensis of complex chemical nature. The developed and tested technology for 
stepwise disassembling of tularemia pathogen cells into subcellular fractions and components allows for virtually waste-free processing 
of the bacterial mass to produce specific antigens and their components suitable for the construction of highly effective prophylactic 
and diagnostic drugs.

Keywords: tularemia microbe, immunobiologically active antigenic components of the outer membranes, integrated method, review.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ БИОМАССЫ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ ДЛЯ ОЧИСТКИ 
СТОКОВ И ПОЛУЧЕНИЯ БИОГАЗА: ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ

Д.О. КАРЯКИН1*, Н.М. ЩЕГОЛЬКОВА1, 2

1 ФГБУН «Институт водных проблем РАН»,  
2 Факультет почвоведения МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва

Биогаз, хоть и является относительно новым источником альтернативной энергии, но, несомненно, имеющим большие 
перспективы. Современные технические решения позволяют получать биогаз из отходов, которые образуются от очистки 
сточных вод. Это имеет как преимущества, например, в виде низких цен на сырье и получаемое топливо, так и недостатки. 
Новые технологические решения, способные увеличить выход биогаза, а, значит, и экономическую отдачу, востребованы уже 
сейчас. В последнее время было предложено множество вариантов сырья для биогаза, но одним из самых конкурентных явля-
ются микроводоросли (получаемые на очистных сооружениях), так как эта биомасса (в отличие от активного ила или отходов 
сельскохозяйственного производства) являются продуктом фотосинтеза непосредственно в реакторе очистных сооружений. 
Это означает, что углерод получаемого биогаза – это продукт преобразования углекислого газа в метан непосредственно на 
очистном сооружении. В настоящей статье проводится анализ различных методов использования биомассы микроводорослей в 
современной практике. Работа представляет собой обзор наиболее значимых исследований по нескольким тематикам: 1) очистка 
сточных вод фотобиореакторами, 2) производство биогаза из биомассы микроводорослей, 3) использование микроводорослей 
в архитектуре. Для этих категорий дается обобщенный анализ новейших разработок и основных технологических решений. 

Ключевые слова: микроводоросли, фотобиореакторы, метан, биогаз, очистка стоков.
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Введение

Биогаз рассматривается в последнее время как 
один из основных источников получения альтернатив-
ной энергии. Существуют три главных лимитирующих 
фактора, влияющих на увеличение производства биогаза: 
высокая стоимость сырья, необходимость использования 
локального сырья, отсутствие технических и технологи-
ческих решений, которые могут сделать энергию биогаза 
экономически привлекательной. Основные коммерческие 
способы применения биогаза: генерация электричества, 
когенерация тепла и электричества, интеграция с дей-
ствующими газовыми сетями, транспортное топливо, 
химическое производство. Также можно отметить ис-
пользование биогаза для стабилизации энергетического 
баланса в системе энергоснабжения, в том числе для 
установок альтернативной энергетики, для использования 
в домохозяйствах городских территорий развивающихся 
стран, производства удобрений (из отходов производства 
биогаза) и биоводорода [9, 25].

Среди всех стран, которые занимаются про-
блемами биогаза, стоит упомянуть Германию, которая 
благодаря значительным капиталовложениям в на-
учно-исследовательские работы в области исследо-
вания сырья для анаэробного сбраживания (АнС) 
значительно опережает другие страны по техническим 
решениям. Дания, Австрия, Италия, Китай и Швеция 
также применяют эти технологии и проводят масштаб-
ные исследования. Внедрение любой инновации в 
реальное производство, в том числе – использование 
биогаза, влечет за собой необходимость обеспечить 
грамотные маркетинговые исследования [11], для 
проведения которых необходим обзор всех возможных 
технических и технологических решений для постро-
ения экономически состоятельных моделей. В нашей 
работе мы сгруппировали актуальные идеи выращива-
ния биомассы для получения биогаза и использования 
биореакторов в архитектуре. 

Цель обзорной работы: опираясь на научные 
публикации и собственные результаты предыдущих 
исследований, проанализировать методы и подходы 
к использованию биомассы микроводорослей в со-
временной практике и выделить наиболее значимые 
направления исследований по их практическому при-
менению. 
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Типы фотобиореакторов для выращивания 
микроводорослей 

Поисками альтернативных источников энергии 
человечество занимается с начала XX века. Исследо-
ватели разработали способ вырабатывать биотопливо 
с использованием биомассы микроводорослей еще 
в 30–40-е годы XX века. Эпоха промышленного 
культивирования в специальных аппаратах – фото-
биореакторах (ФБиоР) началась во второй половине 
XX столетия. Научные разработки фотобиореакторов 
для промышленного производства начали появляться в 
США в 1970-е годы в качестве компонента стратегии 
национальной энергетической безопасности. С тех пор 
можно выделить несколько основных типов устройств 
для культивирования – открытые и закрытые. 

Открытые фотобиореакторы представляют собой 
искусственные водоемы с принудительным движением 
воды. Их отличительной особенностью является боль-
шая площадь (в том числе площадь испарения), низкая 
концентрация водорослей и зависимость от погодных 
условий/климата, так же, как и от солнечной радиации. 

Закрытые фотобиореакторы представлены труб-
чатыми, панельными, эрлифтными колонными, спираль-
ными и некоторыми другими типами. Они менее под-
вержены неблагоприятным внешним условиям и больше 
подходят для применения в городской среде. Максималь-
ная фотосинтетическая эффективность (эффективность 

преобразования солнечной энергии) составляет 6–9%, 
что в несколько раз больше, чем у открытых.

Трубчатые ФБиоР состоят из прозрачных стеклян-
ных или пластиковых трубок. Панельные представляют 
собой квадратные или прямоугольные емкости с боль-
шой площадью поверхности, наполненные биомассой. 
Их особая конструкция позволяет располагать емкости 
близко друг к другу. Они имеют самую высокую степень 
поглощения солнечной энергии. Колонные (эрлифтные) 
биореакторы – это цилиндрические системы, в которых 
газ подается под давлением в виде пузырей в турбулентном 
режиме. Также существуют и другие не менее интересные 
по конструкции системы – спиральные реакторы в виде 
группы параллельных колец вокруг цилиндрического ос-
нования (в котором может быть источник освещения) и 
пирамидальные – в виде, соответственно, пирамидально 
сложенных трубок [58]. Зависимость продуктивности 
биомассы микроводорослей от вида культуры в опреде-
ленных типах фотобиореакторов показана в таблице 1. 
Из литературных источников видно, что максимальная 
продуктивность получена при использовании Chlorella sp. 
и Scenedesmus sp. в колонном и мембранном ФБиоР, кото-
рая составляет 128–2530 мг/(л·сут). Такие относительно 
высокие показатели продуктивности биомассы могут быть 
объяснены тем, что в мембранных фотобиореакторах про-
исходит эффективное перемешивание и распределение по-
токов необходимых для роста микроводорослей элементов.

Таблица 1
Тип биореакторов и используемые в них культуры микроводорослей

Реактор, объем Культура Продукция микроводо-
рослей, мг/(л·сут)

Литературный 
источник

Колонный, 16,9 л Scenedesmus sp. 128 [54] 
Осмотический мембранный фотобиореактор, 5,5 л Chlorella vulgaris 11,94 [55]
Мембранный фотобиореактор, 5,5 л Chlorella vulgaris 18,07 [55]
Прямоугольный стеклянный фотобиореактор, 40 л Actinastrum, Scenedesmus, 

Chlorella, Spirogyra, 
Nitzschia, Micractinium, 

Golenkinia, Chlorococcum, 
Closterium, Euglena

26,67 [67] 
Открытые пруды (емкости), 40 л 50,00 [67] 
Стеклянные емкости Pyrex Roux, 1 л 47,06 [67] 

Стеклянные емкости Pyrex Roux, 1 л 11,76 [67] 

Высокопродуктивные водорослевые пруды Stigeoclonium tenue 1,65–1,95 [53]

Высокопродуктивные водорослевые пруды Phormidium sp. Oocystis 
Microspora 0,33 [7]

Круговой канальный открытый ФБиоР, 700 л Scenedesmus sp. 0,4–1,7 [52] 

Турбидостатный открытый ФБиоР1 Dunaliella tertiolecta; 
Chlamydomonas reinhardtii 1,5 [10]

Высокопродуктивные водорослевые пруды 
Pediastrun boryanum 

to Dictyosphaerium sp. 
Micractinium sp.

0,6–3,3 [40]

Колонный ФБиоР Chlorella sorokiniana, 
Scenedesmus quadricauda 135–206 [62]
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Мембранный фотобиореактор Chlorella vulgaris 131–2530 [37]

Мембранный фотобиореактор Chlorella emersonii 35 [37]

Мембранный фотобиореактор Chlorella sp. 55 [37]

Мембранный фотобиореактор Scenedesmus sp. 4 [37]

Одним из наиболее распространенных способов 
культивирования микроводорослей являются высокопро-
изводительные открытые пруды (HARP – high rate algal 
ponds/photobioreactors) и абсорбционные колонны для 
поглощения углекислого газа и сероводорода [см. 9]. Раз-
рабатываются также ФБиоР по производству и очистке 
биогаза с двухступенчатой биологической системой, 
состоящей из: 1) анаэробного метантенка, работающего 
на смеси первичного осадка и избыточного активного 
ила очистных сооружений, и 2) ФБиоР, в котором 
очищается от СО2 (за счет цианобактерий, например) 
полученный на первой стадии биогаз [18]. 

Наиболее перспективным для массового распро-
странения являются панельные фотобиореакторы из-за 
простоты конструкции и обслуживания. Мембранный 
фотобиореактор позволяет получить максимальный 
прирост биомассы на единицу объема. Это объясняется 
тем, что именно эти реакторы дают возможность соз-
дать максимальную концентрацию «рабочей биомассы» 
микроводорослей и обеспечивают непрерывность подачи 

питательного раствора в реактор. Максимальная рабочая 
концентрация биомассы в мембранных реакторах, в соот-
ветствии с имеющимися данными экспертов, – 8–10 г 
по сухому веществу(СВ) в 1 л [5]. Однако все сложные 
фотобиореакторы (такие как мембранные) смогут стать 
рентабельными только при высокой стоимости полу-
чаемого продукта из микроводорослей (биоактивные 
добавки, масла и др.). 

Типы субстратов для выращивания микро-
водорослей

В таблице 2 представлены характеристики сточных 
промышленных вод, которые потенциально могут быть 
использованы для выращивания микроводорослей, а 
также оптимизированная искусственная питательная 
среда. Из этой таблицы видно, что наиболее пригодными 
являются стоки предприятий фармацевтической инду-
стрии, отдельных химических производств, текстильной 
и пищевой промышленности. Показатели этих стоков 
наиболее близки по составу к оптимизированной искус-
ственной среде для выращивания водорослей.

Таблица 2 
Характеристики разных промышленных сточных вод

Тип предприятия  
промышленности

ХПК
мг/л

БПК
мг/л

NH4-N
мг/л

N
мг/л P мг/л Взвешенные 

вещества, мг/л pH Литературный 
источник

Металлургия 150–6000 - 10–300 7-8 - 2500–5000 7–8 [34]

Фармацевтическая и хими-
ческая 240–35600 800–114000 <0,2 5–7500 8–4200 0,06–1679 1,0–6,7 [13, 34]

Текстильная 728–6000 250–700 4,8–100 21–57 0,83–120 16–46 7,8–10,4 [37]

Добывающая - - - 0,2 0,23 - 4,2 [12] 

Пищевая (оливковое масло) - - - 410–1020 30–1000 41900–54760 4,9–5,1 [26] 

Пищевая (обработка) 440–3500 132–16000 - 5,7–9,5 4–58 2,43–13300 6,35–7,0 [44] 

Кожевенная 16000 5000 450 273 21 - - [42]

Ковровая 106–1412 2–487 0,57–
25,85 3–13 4–268 6,5–8,0 [15]

Бумажная 1120–160 200–210 - - - 80–90 5,5–6,8 [20] 

Молочная 10251 4840 - 663 153 5802 8,34 [19] 

Сахарная 1360–2000 300–2200 - - - 220–790 6,5–8,8 [28] 

Оптимизированная искус-
ственная среда - - - 270–550 59–128 - 7,0–8,5 [1] 

Примечание: «-» – данные отсутствуют 
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Для построения экономически целесообразной 
модели производства биогаза огромную роль играет 
доступ к дешевому сырью получения биомассы. Такими 
источниками сырья могут быть: бытовые сточные воды; 
органические отходы сельского хозяйства; лигноцеллю-
лозные отходы; дешевые сельскохозяйственные культу-
ры; биомасса микроводорослей, выращенных специально 
для получения биогаза. 

Зависимость выхода биогаза от источника пита-
тельных веществ показана в таблице 3. Самыми про-
дуктивными источниками для культивирования биомассы 
микроводорослей (см. табл. 3) являются стоки сельско-

хозяйственных комплексов (например, свиноводческих) 
и городских бытовых сточных вод (разной степени обра-
ботки). Кроме неочищенных бытовых сточных вод, часто 
используется сток после первичной и вторичной очистки. 
Существуют исследования, доказывающие возможность 
получения энергии при очистке загрязненных вод пище-
вой (белковые отходы, отходы алкогольного производ-
ства, отходы мельниц для размола масличных культур и 
горчичных фабрик, мясокомбинаты), фармацевтической 
(включая пенициллин и стероиды), целлюлозно-бумаж-
ной, текстильной и нефтехимической промышленности с 
применением водорослей [см. 34, 45].

Таблица 3 
Зависимость выхода биогаза и продуктивности микроводорослей от типа субстрата  

(источника питательных веществ для микроводорослей)

№ 
п/п

Выход биогаза
мл CH4/
(л·сут)

Продуктивность 
микроводорослей,

мг/(л·сут)
Источник питательных веществ Литературный 

источник

1 185–261 20,0–136,6 Неочищенные городские сточные воды [41] 

2 - 128,8 Неочищенные стоки свиной фермы [54]

3 - 26,7 Неочищенные разбавленные (10%) сточные воды молочной фермы [67]

4 - 50 Неочищенные разбавленные (25%) сточные воды молочной фермы [67]

5 0,63 0,33 Активный ил аэротенка [8]

6 84–217 - Городские сточные воды [23]

7 25–571 - Обработанные энзимами городские сточные воды [35]

8 1170 - Суспензия водорослей + бумажные отходы [69]

9 80–145 - Бытовой сток после третичной очистки [24] 

10 - 39,9–131,7 Сток после вторичной очистки бытовых сточных вод [33]

11 - 60 Искусственная питательная среда для фотобиореактора [33]

12 - 4 Обработанный сток после очистки производственных стоков с до-
бавлением питательных веществ [33]

13 - 2530 Неочищенные бытовые стоки [33]

14 - 42,6 Сельскохозяйственные сточные воды (до очистки) [33]
Примечание: «-» – данные отсутствуют

Использование микроводорослей для получения 
биогаза подразумевает меньшую территориальную за-
висимость от источника сырья, чем для сельскохозяй-
ственных культур и лигноцеллюлозных остатков [см. 
11]. Одна из простых схем использования водорослей 
для получения биогаза описана Collet P. et al. [16] и 
приведена на рисунке 1. 

На рост водорослей оказывает влияние множество 
факторов – от уровня перемешивания и газообмена до 
содержания питательных веществ. Одним из главных 
условий служит достаточное количество азота и фосфора. 
Именно возможность потреблять и усваивать эти два 
элемента определяется как уровнем роста культуры ми-
кроводорослей, так и качественным составом биомассы. 

Д.О. Карякин, Н.М. Щеголькова, с. 50–63
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Рис. 1. Схема применения микроводорослей для получения биогаза [16]

Зависимость выхода биогаза и продуктивности 
микроводорослей от типа субстрата 

Существуют разные типы культивирования – на 
одном или нескольких видах водорослей. На монокульту-
ре можно получить более стабильные результаты, но это, 
как правило, используется для экспериментальных или 
лабораторных исследований. Для очистки сточных вод в 
промышленных масштабах применяются поликультуры 
по нескольким причинам: невозможность обеспечения 
условий стерильности для культивирования чистой 
культуры; адаптивность изменения видового состава 
поликультуры для максимальной продуктивности в ответ 
на изменение состава поступающего потока. Наиболее 
распространенные виды водорослей (см. табл. 1) – это 
Chlorella, Scenedesmus, Dunaliella. Состав культуры 
меняется в течение всего процесса культивирования и, 
как правило, стабилизируется на преобладании одного 
или нескольких видов водорослей в общем разнообразии 
видов.

Например, Chlorella и Scenedesmus при незна-
чительном удельном весе в начале культивирования (на 
субстрате из первичных сточных вод и активного ила) 
значительно увеличивают свой вес по отношению к другим 
видам водорослей, поступающим со сточными водами. 

При этом в некоторых работах установлено, что зеленые 
микроводоросли проявляют эффект обеззараживания, они 
снижают рост колиформных бактерий [29, 36]. 

Технологические закономерности для выра-
щивания микроводорослей для целей очистки воды 
и производства биогаза

Мониторинг прироста микроводорослей при 
разных условиях культивирования

Регионы и страны с коротким теплым периодом, с 
большими суточными перепадами температуры, напри-
мер, Россия, не подходят для массового использования 
открытых реакторов. Расчет окупаемости, сделанный 
канадскими специалистами, показал, что стоимость про-
изводства тонны водорослей в открытых системах ниже 
(3118$), чем в закрытых (3774$), при относительно 
небольших объемах. Но в случае промышленного мас-
штабирования и увеличения объемов соотношение сто-
имости меняется (4830 $/т СВ в открытых реакторах, 
против 3828 $/т СВ – в закрытых). Таким образом, 
эти два фактора – климатический и ценовой – делают 
перспективными исследования именно закрытых фото-
биореакторов [46, 51, 65]. 

Поскольку водоросли являются фототрофами, то 
у них наблюдается зависимость как роста, так и уровня 
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поглощения питательных элементов от освещения. В 
частности, от изменения цикла «ночь-день»: при ис-
кусственном увеличении темной части цикла ночь-день 
в 5 раз замедляется уровень поглощения азота в 2,3 
раза, фосфора – в 2 раза, уменьшается содержание 
хлорофилла в 3 раза; уровень ХПК уменьшается также 
в 2 раза [30].

Чаще всего эффективность культивирования в 
экспериментах определяется по приросту биомассы – в 
мг/(л·сут).

Концентрация биомассы рассчитывается, в том 
числе, по общему углероду и углекислому газу [см. 54]: 

С (мг/л) =
[(СO2i‐СО20)+(TОСi‐ТОС0)+(ТIСi‐ТIС0)]/FСМ

WV

где CO2 – количество углекислого газа, TIC – ко-
личество общего неорганического углерода, TOC – ко-
личество общего органического углерода, потребленные 
между временем t0 и ti; WV – общий рабочий объем 
реактора; FCM – коэффициент содержания углерода в 
биомассе (0,5137).

Но в некоторых случаях концентрация биомас-
сы рассчитывается по концентрации хлорофилла (а) 
в клетке. Содержание хлорофилла рассчитывается по 
следующей формуле [46]:

Хлорофилл a (мкг/л) = V[11,64(OD663-OD750)-
2,16(OD645-OD750)+0,1(OD630-OD750)]

где V=объем экстракции (мл), ODk= оптическая 
плотность при длине волны k (определяется специаль-
ными методами мониторинга – [38, 50]).

Поскольку существует прямая зависимость между 
биомассой и содержанием хлорофилла в биомассе, то с 
построением калибровочных графиков этой зависимости 
возможно получить данные по биомассе, исходя из пря-
мого измерения хлорофилла, что менее трудоемко, чем 
измерение биомассы [2–4, 39]. При этом необходимо 
учитывать, что в данном случае определяется лишь соб-
ственно биомасса водорослей, а не сумма органического 
вещества, которое поступает из реактора (включая детрит 
и коллоидные частицы). 

Зависимость прироста биомассы от уровня 
рН показана в таблице 4, в которой приводятся данные 
из экспериментов, осуществленных в разных условиях. 
Нужно отметить, что рН в рассматриваемых источниках 
не являлся ключевым фактором прироста биомассы, по-
этому четкой зависимости между уровнем роста и рН без 
учета остальных факторов не наблюдалось. 

Таблица 4 
Зависимости прироста биомассы от значения рН

№ 
п/п

Прирост биомассы 
водорослей,
мг/(л·сут)

рН Литературный 
источник

1 98 8,6–10,8 [41] 
2 131 8,6–10,8 [41]
3 136 8,6–10,8 [41]
4 20 8,6–10,8 [41]
5 27 8,6–10,8 [41]
6 46 8,6–10,8 [41]
7 128 7,9 [54] 
8 1,65–1,95 7,9–8,1 [53] 
9 0,33 8,1 [7] 
10 1,3 9 [52] 
11 1,7 8 [52]
12 1,4 7 [52]
13 1,1 9 [52]
14 1,2 8 [52]
15 1,3 7 [52]
16 0,4 8 [52]
17 0,4 8 [52]
18 0,5 8 [52]
19 27,4–49,7 7,4 [6] 
20 41–93 6,8 [6]

Очистка сточных вод в ФБиоР
Культивирование микроводорослей можно осу-

ществлять на бытовых сточных водах. При этом может 
быть построена схема культивирования-очистки, как с 
добавлением осветленной (после первичных отстойни-
ков) биологически очищенной (после вторичной очистки) 
и доочищенной сточной воды (после блока доочистки). 
Сбраживание биомассы микроводорослей может про-
водиться с добавлением как первичного осадка, так и 
обезвоженного активного ила. При оптимизации схемы 
очистки путем добавления ФБиоР в классическую схему 
очистки активным илом можно достичь очень высокой 
степени удаления ХПК и азота [21].

При использовании микроводорослей в очистке 
сточных вод концентрация водорослевой биомассы ме-
няется на разных этапах культивирования в зависимости 
от конструкции ФБиоР. В случае с мембранными фото-
биореакторами максимальная концентрация биомассы 
устанавливается на 12–18-й день, а после – уменьша-
ется. Характерный график можно видеть на рисунке 2 
применительно к сточным водам с постоянными кон-
центрациями NH4-N (4 мг/л), NO3-N (0,35 мг/л), 
PO4-P (1,75) мг/л [см. 55]. Первый ФБиоР, данные 
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по которому представлены на рисунке 2, являлся мем-
бранным фотобиореактором с обратным осмосом, второй 
– мембранным фотобиореактором с микрофильтрацией. 

Рис. 2. Варьирование концентрации биомассы в фотобио-
реакторе с течением времени культивирования [см. 55]

Наиболее эффективными для очистки сточных 
вод являются водоросли Clorella vulgaris и циано-

бактерии Aphanizomenon ovalisporum и Anabaena 
planctonica – они обнаруживают наиболее высокие 
результаты как роста (за 8 дней – 0,42; 0,71; 0,71 
г/л), так поглощения азота из сточных вод (за 4 дня 
– 100%; 95%; 93%) и выхода биогаза (184; 218; 261 
мл CH4/л·сут) [41]. 

В ФБиоР, очищающем сточные воды, всегда 
присутствует бактериально-водорослевый биоценоз. 
В зависимости от отношения числа клеток бактерий к 
числу клеток водорослей изменяется уровень поглоще-
ния азота и фосфора. При доминировании водорослей 
в составе биомассы уровень поглощения общего азота 
увеличивается в 5 раз, общего фосфора – в 4 раза. В 
бактериально-водорослевом биоценозе, кроме асси-
миляции биогенных элементов в биомассу, протекают 
процессы нитрификации-денитрификации. Направле-
ния процессов преобразования форм азота при очистке 
сточных вод биомассой микроводорослей показаны на 
рисунке 3 [7].

Рис. 3. Схема нитрификации при очистке сточных вод водорослями [7], где: AMO – аммоний-монооксигеназа; 
HNO – нитроксил; HOR – гидроксиламиноксиредуктаза; NOR – нитритоксиредуктаза; NR – нитратредуктаза; 

NiR – нитритредуктаза; NoR – нитриоксидредуктаза; NosR – азотоксида редуктаза; NO – оксид азота

Зависимости удаления азота и фосфора от удель-
ного роста водорослей показаны на рисунке 4а и рисунке 
4б [по данным 6, 33, 52, 62]. Эффективность удаления 
азота не имеет видимой зависимости от роста биомассы 
водорослей. Это объясняется тем, что удаление азота в 
смешанной бактериально-водорослевой культуре (где 
ассимиляция в биомассу не является единственным 
процессом очистки воды) осуществляется также за счет 
взаимосвязанных процессов аммонификации, нитрифи-
кации, денитрификации, которые изменяют эффектив-
ность очистки по азоту в ту или иную сторону.

Для фосфора прослеживается закономерность: 
при удельном росте водорослей более 50 мг/(л·сут) 
эффективность снижения его концентрации всегда 
более 90%. Это происходит потому, что при актив-
ном росте водорослей рН увеличивается до 10–11, а 
при рН более 9 всегда процесс осаждения малорас-
творимых фосфатов становится более значимым, чем 
процесс ассимиляции фосфора в биомассу водорослей. 
То есть, бóльшая часть удаляемого фосфора – это 
сорбированные на микроводорослях малорастворимые 
фосфаты.
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Рис. 4а. График зависимости удаления азота от удельного роста микроводорослей:  
Re-NH3+ – удаление азота аммонийного, Re-TN – удаление общего азота 

Рис. 4б. График зависимости удаления фосфора от удельного роста микроводорослей:  
Re-PO4 – удаление фосфатов, Re-TP – удаление общего фосфора

Производство биотоплива из микроводорослей
Для получения биогаза необходимо соблюдать ряд 

условий. Например, для анаэробного брожения – это 
температура (20–40 градусов), рН (6,8–7,0) [14], со-
держание органического вещества при запуске реактора 
(20 мг/л) [53], время прохождения цикла (13–100 дней) 
[61], щелочность (содержание солей, создающих дина-
мический баланс рН), соотношение углерод/азот [21].

У водорослей соотношение C/N ниже, чем у 
сточных вод или первичного осадка сточных бытовых 

вод, что сказывается на низком выходе биогаза. До-
бавление сточных вод к биомассе водорослей позволяет 
увеличить соотношение C/N с 6–8 до 12–30. Опти-
мальное соотношение водорослей и сточных вод (по 
массе) 1/1 – 1/3, соответственно. Для метаногенеза 
наилучшим вариантом является смесь водорослей с 
осветленными водами, так как в этом случае водоросли 
сорбируют жирные кислоты из поступающей воды. 
Зависимость выхода биогаза от соотношения C/N 
показана в таблице 5. 

Д.О. Карякин, Н.М. Щеголькова, с. 50–63
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Таблица 5
Зависимость выхода биогаза от соотношения  
углерод/азот в водорослевом субстрате [69]

Соотношение водорослей 
(В) и сточных вод (С) С/N мл CH4/(л·сут)

1:0 6,7 573
1:4 11,8 968
1:2 18,0 1170
2:0 6,7 180
2:1 13,3 823
1:1 18,0 1170
2:3 22,6 1607
1:2 27,2 8560

Важно заметить, что при увеличении соотношения 
C/N растет удельный выход биогаза на поглощаемую 
единицу азота. Показатель удельного высвобождения 
аммиака на единицу получаемого биогаза (метана) со-
ставляет от 0,05 до 0,08 для чистой культуры микроводо-
рослей (С/N=2-5), 0,01–0,08 для смеси активного ила 
с водорослями (C/N=5–13) и от 0,01 до 0,05 для обо-
гащенных органикой отходов (С/N=0,0–0,04) [24]. 

Для увеличения выхода биогаза возможно ис-
пользовать предварительную обработку биомассы 
водорослей, как физическую (термическая, паровая, 
механическая, ультразвуковая), химическую (кислотный 

гидролиз), так и биологическую (добавление нескольких 
типов осадков сточных вод). При такой предварительной 
обработке выход биогаза увеличивается до 380 л/кг СВ. 
Для сравнения: если в качестве источника использовать 
навоз, то можно получить уровень выхода биогаза не 
более 300 л/кг СВ [31, 66]. 

Если конечной целью является получение биогаза, 
то при совместном анаэробном сбраживании биомассы, 
богатой азотом (водоросли), и субстрата из сточных 
вод (например, осветленных) можно получить конку-
рентные результаты по выходу биогаза – до 1000 л/
кг СВ, содержащего 39% CO2 и 61% CH4 [59]. При 
этом должно выдерживаться определенное соотношение 
C/N – не менее 20, в противном случае может иметь 
место уменьшение выхода биогаза [24, 63].

Микроводоросли могут быть утилизированы для 
получения другого биотоплива, в частности, биодизеля 
(через промежуточную стадию трансэстерификации 
биомасла из водорослей). Преимущество использования 
микроводорослей в том, что большинство отходов (такие 
как загрязненная вода, углекислый газ) утилизирует-
ся биомассой. Одна из концепций такой схемы была 
представлена Zhu L.D. et al. [70]. В ней эффективно 
повторно используется углекислый газ и сточные воды. 
Микроводоросли берут необходимые для роста элемен-
ты, в частности, азот и фосфор, из сточных вод (рис. 5). 

Рис. 5. Схема производства биодизеля и биогаза при культивировании микроводорослей

Инновации при применении микроводорослей
Помимо того, что из микроводорослевой био-

массы продуктов можно получать биогаз, они могут 
использоваться для непосредственной очистки биогаза, 
добытого из других источников. Это применимо также 
и для обычного (природного) газа [24].

По данным литературы, сероводород с концентра-
цией 150–3000 ppm(v) был успешно удален микрово-
дорослями в ФБиоР в течение трех дней [см. 9]. Также 
сообщается, что концентрации аммония в биогазе до 36 
мг/л N-NH3 удалялись группой микроводорослей, ко-
торая была предварительно адаптирована для роста при 
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высокой концентрации аммоний-иона [17]. Получается, 
что микроводорослевые сообщества способны очищать 
биогаз от углекислого газа, сероводорода, аммония и 
увеличивать содержание в нем кислорода. К сожалению, 
итоговая концентрация метана (до 64%) оказывается 
недостаточно высокой, чтобы соответствовать нормам 
биотоплива (от 85%) по европейским топливным ре-
гламентам для использования в двигателях современных 
машин [43, 54].

Перспективными являются три направления раз-
работок по очистке и улучшению биогаза: 

1. GPP® – качественное улучшение криогенного 
биогаза потоками чистого углекислого газа. Такая 
разработка рекомендуется для сжиженного био-
газа. 

2. BABIU (Bottom Ash for Biogas Upgrading – Зола 
для улучшения биогаза) – использование остатков 
зольной массы твердых бытовых отходов в каче-
стве сорбента для очистки биогаза. 

3. Biogas-ALG – технология очистки биогаза бикар-
бонатом натрия. Микроводоросли преобразуют 
бикарбонат в растворимую карбонатную форму, ко-
торая обогащается углекислым газом и возвращается 
обратно в цикл для питания водорослей [11, 27].
Эффективность очистки сточных вод можно по-

высить облучением биомассы микроводорослей ультра-
фиолетом (интенсивность облучения 189,3–1892,7 
мВт·с·см−2). Например, такая обработка увеличивала 
рост водорослей (Chlorella) на отходах молочного про-
изводства с большим содержанием свободных жирных 
кислот на 100% за 10 дней культивирования [47]. 

При наличии в составе сточных вод биоразла-
гаемых полимеров, например, полигидроксиалканатов, 
таких как поли(3-гидроксибитурат), возможно увеличить 
питательную базу для цианобактерии и водорослей, что 
позволит увеличить выход биогаза до 11% [49]. К тому 
же применение такого материала позволяет получить 
более качественный биогаз – с содержанием метана на 
3% выше, чем при обычном сбраживании [64].

Применение предварительно замороженных 
(-20 °С на 1 час) микроводорослей Chlorella vulgaris для 
очистки сточных вод животноводческого комплекса дает 
возможность увеличить эффективность удаления ХПК 
на выходе на 50–235% [48].

Новое направление в производстве биогаза – до-
бавление некоторого количества органических веществ 
к содержимому микроводорослевого метантенка. На-
пример, внесение соевого масла в соотношении 0,5/36 
к микроводорослям может увеличить выход биогаза на 

420% до 0,38 мл CH4/(мл·сут). Внесение глицерина 
в соотношении 0,082/36 увеличивает выход биогаза 
на 323% до 0,40 мл CH4/(мл·сут) по сравнению с 
контрольными образцами с чистым водорослевым суб-
стратом [60]. 

Использование ФБиоР в архитектуре
В последнее время появляется множество не-

обычных вариантов конструкции фотобиореакторов 
для культивирования микроводорослей. Такие «живые» 
конструкции выглядит привлекательно, что позволяет 
использовать их в современной архитектуре. 

Одним из главных требований к конструкции 
ФБиоР является наличие источника света. Все архитек-
турные конструкции с фотобиореакторами представляют 
собой либо малые архитектурные формы, либо части 
зданий. Самое распространенное решение для примене-
ния живой культуры – оформление фасадов из фотобио-
реакторных панелей. В зданиях водоросли всегда будут 
находиться под воздействием света – днем естественно-
го, а ночью искусственного (ведь общественные здания 
требуют постоянного освещения). Фотобиореакторные 
панели необходимо ставить под определенным углом 
– для наиболее эффективной инсоляции. Для микрово-
доросли Chlorella vulgaris – это 45°. Оптимальное для 
роста время пребывания микроводорослей в подобном 
реакторе – от 24 до 44 часов. Такие решения позволяют 
минимизировать энергетические потери, если реакторы с 
водорослями служат для получения биогаза. С помощью 
изменения концентрации микроводорослей возможно из-
менять уровень светопроницаемости внутри здания – в 
зависимости от времени суток [56, 57]. 

Такие спроектированные здания можно увидеть 
уже сейчас (рис. 6А–В) [22, 58, 68]. 

Основные типы применяемых фотобиореакторов 
– трубчатые (колонные) и панельные. Трубчатые раз-
личаются по толщине и объему и в силу конструктивных 
особенностей не закрывают 100% поверхности здания. 
В панельных реакторах легче регулируются светопро-
ницаемость, наполнение, и они могут закрывать всю 
поверхность полностью. Для «оживления» реакторов 
и перемешивания в любой фотобиореактор необходимо 
подавать углекислый газ (или другую газовую смесь). 
Огромным преимуществом является то, что такие встро-
енные фотобиореакторы способны использовать сточные 
воды здания (в качестве источника азота и фосфора) и 
очищать воздух (потреблять углекислый газ и выделять 
кислород) [см. 58]. Таким образом, использование 
ФБиоР в архитектуре – это шаг в сторону создания 
автономных жилых сооружений без отходов.
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Рис. 6. Спроектированные здания с использованием 
ФБиоР: А – Администрации общих служб в Лос-
Анжелесе, США [58]; Б – Гелиотроф в Шварцвальде, 
Германия [68]; В – BIQ Building в Гамбурге, Германия 
[22]

Заключение

Таким образом, микроводоросли становятся 
важным сырьем для получения биотоплива (в первую 
очередь метана) в мире и позволяют очищать и до-
очищать сточные воды. Кроме того, фотобиореакторы 
становятся элементами современной городской архи-
тектуры, что делает жилые здания автономными – со 
своими собственными очистными сооружениями для 
сточных вод и воздуха внутри зданий. Технические 
решения по созданию разных типов фотобиореакторов 
развиваются. Самыми продуктивными источниками для 
культивирования биомассы микроводорослей служат 
стоки сельскохозяйственных комплексов (например, 
свиноводческих) и городских бытовых сточных вод. 
В ФБиоР, очищающем сточные воды, всегда присут-
ствует бактериально-водорослевый биоценоз, в котором 
протекают процессы нитрификации-денитрификации. 
Процесс удаления фосфора в ФБиоР больше зависит 
от рН среды, который определяется скоростью при-
роста биомассы.

Для увеличения выхода биогаза из микроводо-
рослей возможно использовать предварительную обра-
ботку биомассы водорослей: физическую (термическая, 
паровая, механическая, ультразвуковая), химическую 
(кислотный гидролиз) и биологическую (добавление 
нескольких типов осадков сточных вод). 

Работа выполнена по гранту РНФ (№ 17‐17‐
01204 от 25.04.2017). 
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THE USE OF MICROALGAE BIOMASS FOR WASTEWATER TREATMENT 
AND BIOGAS PRODUCTION: PROBLEMS AND PROSPECTS

D.O. KARJAKIN1, N.M. SCHEGOLKOVA1, 2

1 Institute of Water Problems of the Russian Academy of Sciences, 
2 Faculty of Soil Science of the Lomonosov Moscow State University, Moscow

Biogas, although it is a relatively new source of alternative energy, but undoubtedly has great prospects. Modern technical 
solutions make it possible to obtain biogas from waste generated from wastewater treatment. This has both advantages, for example, 
in the form of low prices for raw materials and obtained fuel, as well as disadvantages. New technological solutions that can increase 
biogas output, and, hence, economic return, are in demand right now. Recently, many options for raw materials for biogas have been 
proposed, but one of the most competitive is microalgae (obtained from sewage treatment plants), since this biomass (in contrast to 
activated sludge or agricultural waste) is a product of photosynthesis directly in the treatment plant reactor. This means that the carbon of 
biogas produced is a product of the conversion of carbon dioxide to methane directly at the treatment plant. This article analyzes various 
methods of using microalgae biomass in modern practice. This work is an overview of the most significant studies on several topics: 1) 
wastewater treatment with photobioreactors, 2) biogas production from microalgae biomass, 3) the use of microalgae in architecture. 
For these categories, a generalized analysis of the latest developments and basic technological solutions is given.

Keywords: microalgae, photobioreactors, methane, biogas, sewage treatment.
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НЕМАТОДА CAENORHABDITIS ELEGANS  
КАК БИОЛОГИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ  

ПАТОГЕНЕТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ ХОЛЕРНОГО ВИБРИОНА

Г.В. ДЕМИДОВА*

ФКУЗ Ростовский‐на‐Дону противочумный институт Роспотребнадзора, Ростов‐на‐Дону

В обзоре проанализированы возможности нематоды Caenorhabditis elegans как биологической модели для изучения 
патогенетических свойств холерного вибриона. Геном C. elegans секвенирован и содержит более 20000 генов, 60–80% из них 
гомологичны человеческим. Используя современные генетические и биоинформационные технологии, можно сравнительно 
быстро идентифицировать белки и молекулярные пути, включенные в патогенетические процессы. Для изучения взаимоотно-
шений между V. cholerae и беспозвоночными хищниками водной среды нематода C. elegans является незаменимой естественной 
биологической моделью. Например, цитотоксин МАkА может способствовать распространению Vibrio cholerae в окружающей 
среде, обеспечивая выживание; его также можно рассматривать в качестве потенциального фактора вирулентности, способ-
ствующего инфицированию человека.
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Молекулярные основы патогенности инфекци-
онных агентов и соответствующие механизмы защиты 
хозяина от этих факторов изучаются на модельных 
системах. В последние десятилетия в качестве моделей 
для идентификации и изучения факторов вирулентности 
различных патогенных бактерий довольно широко ис-
пользуют беспозвоночные организмы. Авторы много-
численных экспериментальных работ и обзоров выделяют 
целый ряд преимуществ этих моделей и рассматривают 
их в качестве альтернативы традиционным моделям 
млекопитающих. Примером такой модели может служить 
нематода Caenorhabditis elegans.

Нематода C. elegans – свободноживущее много-
клеточное беспозвоночное. В естественных условиях она 
паразитирует на многих видах бактерий [15, 25]. Для 
научных исследований был получен референтный штамм 
C. elegans N2 Bristol, который культивируют на специ-
альной среде NGM с газоном кишечной палочки OP50 
[26]. Нематода в качестве модельного организма имеет 
целый ряд преимуществ: легкость выращивания, короткое 
время генерации 3–4 дня, полностью секвенированный 
геном. Гермафродиты, составляющие большинство особей 
в популяции нематод, при оптимальной температуре вы-

ращивания (20–25 °С) продуцируют от 250 до 300 яиц за 
время генерации, возможность самооплодотворения при-
водит к образованию генетически гомогенной популяции. 
Время жизни нематод в лабораторных условиях – около 
3 недель, за это время они проходят 4 стадии развития, 
которые отличаются только размерами. При неблаго-
приятных условиях из второй стадии переходят в стадию 
«dauer», в этом состоянии они не нуждаются в пище, 
устойчивы к высыханию и сохраняют жизнеспособность до 
3 месяцев. Нематоды C. elegans могут быть заморожены в 
жидком азоте. Прозрачность этих организмов позволяет 
наблюдать за всеми стадиями их развития под световым 
микроскопом. Чтобы выявить функции генов, помимо 
использования делеций и мутаций, можно пометить ген 
флуоресцентным маркером и проследить за изменениями 
экспрессии генов. Преимуществом этой модели перед 
млекопитающими также является отсутствие этических 
проблем при работе с ними [26, 29].

К настоящему времени патогенные свойства 
огромного количества разнообразных бактерий были 
исследованы с использованием C. elegans [3, 27].

Одной из первых работ по изучению вирулент-
ных свойств патогенных бактерий были эксперименты 
Tаn et.al., которые показали, что P. aeruginosa может 
убивать C. elegans двумя способами – «slowkilling» 
(медленное убийство), «fastkilling» (быстрое убийство). 
При «slowkilling» микробы колонизируют кишечник не-
матоды и гибель наступает в течение нескольких дней 
(сокращается жизнь по сравнению с контролем кишеч-
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ной палочкой E. coli OP50), при «fastkilling» нематода 
гибнет в течение нескольких часов под воздействием 
низкомолекулярных токсических веществ [27]. Модель 
C. elegans позволила просканировать большое количество 
мутантов с ослабленной вирулентностью и выявить гены, 
обуславливающие вирулентные свойства. Впоследствии 
установили, что многие из факторов вирулентности, 
связанные с гибелью червей, также принимают участие 
в патогенезе человека. Геном C. elegans секвенирован и 
содержит более 20000 генов, 60–80% из них гомологич-
ны человеческим. Используя современные генетические 
и биоинформационные технологии, можно сравнительно 
быстро идентифицировать белки и молекулярные пути, 
включенные в патогенетические процессы [12, 18].

Ныне C. elegans используют для изучения 
факторов вирулентности особо опасных инфекций, к 
которым относится холерный вибрион. Vibrio cholerae 
проводит большую часть своего жизненного цикла за 
пределами хозяина-человека в прибрежных водоемах 
с географическим ареалом от тропиков до умеренных 
широт во всем мире. Способность вибриона выживать 
в различных экологических нишах требует адаптации 
к ряду меняющихся условий, включая температурные 
сдвиги, осмотический стресс, ограничения питательных 
веществ [17, 24]. Чтобы пережить эти неблагоприят-
ные факторы, холерный вибрион использует различную 
стратегию: формирование биопленок на абиотических и 
биотических поверхностях, переход в жизнеспособное, но 
некультивируемое состояние, приобретение и хранение 
питательных веществ. Помимо абиотических факторов, 
биологические: хищники, такие как свободноживущие 
простейшие и нематоды, являются постоянной угрозой 
для бактерий в окружающей среде [10]. В ответ на био-
логические угрозы бактерии, в свою очередь, выработали 
защитные механизмы. Для изучения взаимоотношений 
между V. cholerae и беспозвоночными хищниками во-
дной среды нематода C. elegans является незаменимой 
естественной биологической моделью.

Ключевыми детерминантами вирулентности V. 
cholerae являются холерный токсин (СТ) [31] и пили 
адгезии (ТСР) [11], но сейчас описан целый ряд до-
полнительных факторов, продуцируемых штаммами 
различных серогрупп. Эти штаммы могут вызывать за-
болевания с поражением желудочно-кишечного тракта 
различной степени тяжести [1, 2, 4]. Роль каждого в 
развитии заболевания остается недостаточно изученной. 
C. elegans оказалась идеальной моделью для понимания 
роли некоторых дополнительных факторов вирулент-
ности у штаммов, лишенных холерного токсина и пилей 

адгезии. В качестве дополнительных факторов вирулент-
ности рассматривают экстрацеллюлярную протеазу PrtV 
и гемолизин VCC.

В 2006 году Vaitkevicius et al. обнаружили факт 
гибели нематоды Caenorhabditis elegans при высеве на 
штаммы V. cholerae различных серогрупп. Нематода по-
гибала в течение 5 дней, тогда как на газоне референтного 
штамма E. coli ОР 50 она сохраняла жизнеспособность 
в течение 2 недель. Гибель C. elegans зависела от регуля-
торов системы кворум-сенсинга. Делеция по luxO гену 
приводила к образованию гипервирулентных штаммов, 
hapR мутанты обладали ослабленной вирулентностью. 
Анализ мутантов, дефектных по генам кворум-сенсинга, 
позволил установить, что за гибель нематоды отвечает 
протеаза PrtV [29]. Впоследствии эти же авторы вы-
делили и очистили протеазу из супернатанта клеток 
холерного вибриона [30]. Экстрацеллюлярная протеаза 
PrtV относится к семейству металлопептидаз М 6 с 
молекулярной массой 102 кДа, подвергается нескольким 
этапам процессинга, в результате которых образуются 2 
активные формы с молекулярными массами 81 кДа и 73 
кДа. Фермент относительно стабилен при низкой тем-
пературе и в присутствии ионов Ca. Фермент разрушает 
важные элементы в плазме крови человека: плазминоген, 
фибриноген, фибринонектин [30]. Анализ взаимодей-
ствия протеазы PrtV с плазминогеном предполагает 
возможную роль фермента в изменении стабильности 
экстрацеллюлярного матрикса. Биологически активная 
PrtV выделяется системой секреции 2 типа в составе 
везикул наружных мембран и в таком виде разрушает 
амфипатический пептид LL-27 [21]. Таким образом, про-
теаза, возможно, обеспечивает устойчивость холерного 
вибриона к антимикробным пептидам, первому звену 
иммунного барьера неспецифической защиты человека 
от патогенов. Способность разрушать пептиды полезна 
холерному вибриону и при выживании в водной среде 
PrtV может быть тем фактором, который защищает 
микроб от поедания обитателями водоемов, такими как 
Cafeteria roenbergenesis и Tetrahymena puriformis [17, 29, 
30]. Протеаза холерного вибриона PrtV по своим био-
логическим свойствам может быть отнесена к факторам, 
которые необходимы и при развитии патогенетического 
процесса в организме человека, но также способствует 
выживанию V. cholerae в окружающей среде.

Гемолизин (HlyA) или цитолизин (VCC), коди-
руемый геном hlyA, относят к дополнительным факторам 
вирулентности холерного вибриона [7]. Свое название он 
получил за способность лизировать эритроциты млекопи-
тающих, другое название цитолизин – характеризует его 
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способность вызывать деструкцию культивируемых клеток 
[34]. Это – типичный порообразующий токсин, который 
синтезируется в виде пробелка с молекулярной массой 80 
кДа, затем в результате действия протеаз превращается в 
зрелую форму с молекулярной массой 65 кДа (подвергается 
двухэтапному процессингу, что приводит к образованию 
зрелой формы). В присутствии мембран, богатых холесте-
рином и церамидами, зрелый HlyA формирует гептамерные 
олигомеры, встраиваясь в мембраны, образует поры [19]. 
Образование таких трансмембранных пор приводит к гибе-
ли клеток либо путем генерации коллоидно-осмотического 
дисбаланса в клетках-мишенях [14], либо посредством 
индукции апоптоз-каспазозависимым способом [23]. На 
моделях in vivo препараты HlyA вызывали накопление 
жидкости в кишечнике кроликов и мышей-сосунков, 
выделение экссудатов и воспалительные процессы [23]. 
Оценку патогенетических свойств гемолизина провели на 
нематоде C. elegans. Было установлено, что гемолизин/
цитолизин ответственен за гибель нематоды, задержку 
развития и образование вакуолей в клетках кишечника. 
Повреждения, вызываемые гемолизином, в свою очередь, 
активируют гены врожденного иммунного ответа. На моде-
ли нематоды методом микрочипирования были определены 
гены, которые экспрессируются под воздействием гемоли-
зина. Это гены лектинов С-типа, прионоподобные гены, 
гены, регулируемые инсулин/IGF-1 сигнальным путем и 
др. Ранее эти гены рассматривали в качестве медиаторов 
врожденного иммунитета у других бактерий [22]. Считают, 
что гемолизин является одним из дополнительных факторов 
вирулентности, который запускает большое количество ге-
нов, отвечающих за иммунный ответ. При иммунном ответе 
имеет значение концентрация гемолизина. Дозозависимый 
эффект гемолизина был установлен на клеточной линии 
эпителия кишечника человека Т-84. При низких кон-
центрациях гемолизин индуцирует воспалительный ответ, 
происходят повышение проницаемости эпителия и индукция 
цитокина IL-8 и TNF-. Клетки эпителия являются первой 
линией защиты на пути патогена и их роль заключается 
в мобилизации иммунных клеток в сайт инфицирования. 
Высокие дозы гемолизина приводят к поражению клеток 
и их гибели. Также установили, что воспалительный ответ 
полностью снимается обработкой протеазой PrtV, то есть 
гемолизин является субстратом для протеазы. Предпо-
лагается, что в зависимости от окружающих условий PrtV 
модулирует активность гемолизина [20, 22]. Такое разно-
образие ответов, индуцируемых гемолизином, указывает 
на значительную, но не до конца установленную его роль в 
вирулентности V. cholerae, особенно у штаммов, лишенных 
холерного токсина СТ.

Важная роль в патогенности холерных вибрионов 
принадлежит факторам адгезии. Токсин-корегулируе-
мые пили адгезии (ТСР) признаны ведущим фактором 
колонизации кишечника человека [11, 28]. Маннозо-
чувствительные пили адгезии (MSHA) рассматривают 
как фактор, который не играет существенной роли при 
развитии заболевания у человека, но обеспечивает боль-
шое преимущество для выживания V. cholerae в водной 
среде, благодаря его участию в формировании биопленок 
на биотических и абиотических поверхностях (в том числе 
на хитиновых покровах беспозвоночных) [5, 24, 32]. Для 
более углубленного изучения роли MSHA в адаптации 
холерного вибриона к естественным условиям водоемов 
и противостоянии его хищным обитателям (простейшим, 
нематодам) List et al. сконструировали мутант по гену 
msh A, кодирующий главную субъединицу этого фактора. 
Методом флуоресцентной микроскопии оценили сте-
пень прикрепления холерного вибриона к хитину глотки 
Caenorhabditis elegans. Хитин является компонентом 
глотки нематод в определенных областях стенки. Интен-
сивность флуоресценции была выше у нематод, которых 
культивировали на полноценном штамме по сравнению 
с msh мутантом; уровень колонизации также был выше 
у полноценного штамма. Ген msh не оказывал влияния 
на продолжительность жизни червей, но способствовал 
замедлению роста и задержке развития. Таким образом, 
пили MSHA имеют решающее значение для прикрепле-
ния V. cholerae к глотке червя и инициации колонизации. 
Возможно, это свойство является преимуществом при 
контакте с хищными нематодами и способствует сохра-
нению холерного вибриона в водной среде [16]. Недавно 
на модели C. elegans был идентифицирован новый фактор 
вирулентности холерного вибриона – цитотоксин MAkA 
[9]. Белок МАkА кодируется полицистронным опероном 
makDCBA, c помощью рентгеноструктурного анализа 
была построена структурная модель, которая обнаружи-
ла высокое сходство с суперсемейством бактериальных 
токсинов с неизвестными биологическими функциями. 
Транслокация токсина происходит с помощью жгутика V. 
cholerae. Энергия перемещения через мембрану обеспе-
чивается движущей силой протонов. Цитотоксин MAkА 
вызывал гибель нематод рыбок Danyo rerio. Секреция 
белка через канал жгутика представляет собой неиз-
вестную ранее систему секреции белков вирулентности у 
холерного вибриона. Цитотоксин может способствовать 
распространению Vibrio cholerae в окружающей среде, 
обеспечивая выживание, его также можно рассматривать 
в качестве потенциального фактора вирулентности, спо-
собствующего инфицированию человека [9].
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В своей естественной среде обитания в различных 
водоемах холерный вибрион сталкивается с широким 
спектром неблагоприятных факторов, которые пред-
ставляют угрозу его выживанию: как биотических – 
хищные простейшие, мелкие ракообразные и др., так 
и абиотических – pН среды, изменение температуры, 
недостаток питания, осмотический шок [10]. В холодные 
месяцы в странах с жарким климатом резервуаром для 
Vibrio cholerae могут служить донные отложения; в этих 
условиях вибрион вынужден противостоять нематодам, 
которые составляют большинство представителей мейо-
фауны (бактерицидные нематоды – 50% от общего ко-
личества нематод) [31]. Селективное давление приводит 
к появлению защитных механизмов, которые, с одной 
стороны, позволяют вибриону персистировать в водном 
окружении, а с другой – при попадании в организм 
человека могут функционировать как факторы вирулент-
ности. Примером такой адаптации может служить про-
теаза PrtV. В водной среде PrtV защищает V. choleraе 
от хищных обитателей, таких как C. roenbergensis и T. 
puriformis, и вместе с тем оказывает цитотоксическое 
действие на культуры клеток кишечника человека, раз-
рушает компоненты крови человека [17, 20, 29]. Объ-
яснить возникновение таких факторов с двойной функ-
цией теперь пытаются с помощью гипотезы coincidental 
evolution (гипотеза эволюции совпадений). Факторы, 
имеющие значение для сохранения холерного вибриона в 
естественных условиях, потенциально могут участвовать 
в патогенезе человека [8, 24]. Явление бифункциональ-
ности дает возможность успешно использовать C. elegans 
в качестве биологической модели для изучения патоге-
нетических свойств холерного вибриона.
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NEMATODE CAENORHABDITIS ELEGANS AS A BIOLOGICAL MODEL  
FOR STUDYING THE PATHOGENETIC PROPERTIES OF CHOLERA VIBRIO

G.V. DEMIDOVA

Rostov‐on‐Don Antiplague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov‐on‐Don

The review analyzes the capabilities of the nematode Caenorhabditis elegans as a biological model for studying the pathogenetic 
properties of cholera vibrio. The C. elegans genome is sequenced and contains more than 20,000 genes, 60–80% of which are 
homologous to human ones. Using modern genetic and bioinformation technologies, proteins and molecular pathways included in 
pathogenetic processes can be identified relatively quickly. To study the relationship between V. cholerae and invertebrate predators 
in the aquatic environment, C. elegans nematode is an indispensable natural biological model. For example, the MAkA cytotoxin can 
promote the spread of Vibrio cholerae in the environment, ensuring survival; it can also be considered as a potential virulence factor 
contributing to human infection.

Keywords: nematode, Caenorhabditis elegans, biological model, cholera pathogenesis.
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Введение

Сегодня освоение космического пространства 
перестает быть прерогативой государственных агентств. 
Появление и выход на рынок частных компаний ведут к 
увеличению числа запусков космических ракет, а успех 
частных компаний позволяет им занять определенные 
массовые сегменты соответствующего рынка, что, в свою 
очередь, дает возможность государственным агентствам 
сконцентрироваться на более крупных проектах. 

Среди таких проектов особое место занимает 
пилотируемая космонавтика, для которой обсуждаются 
вопросы длительного пребывания человека в космосе при 
дальних экспедициях на Марс [9, 10]. При этом важной 
задачей для будущих пилотируемых экспедиций является 
жизнеобеспечение экипажа и поддержание его здоровья 
и работоспособности [34]. 

Несмотря на то, что существующие технологии 
позволяют создать пилотируемый корабль, способный 
достичь Марса, затраты на поставку расходных мате-
риалов, таких как кислород, вода, пища и т.д. представ-

ляются слишком большими и не позволяют совершить 
данный перелет [34]. Однако возможным решением 
данной проблемы является создание системы жизне-
обеспечения экипажа, повторно использующей одни и те 
же материалы. Система поддержания жизнедеятельности 
должна обеспечивать максимально возможное повторное 
использование ресурсов, чтобы минимизировать вес, ко-
торый требуется экспедиции [38]. Следовательно, такая 
система должна быть в значительной степени замкнута 
и надежна [14, 35].

Эксперименты по созданию замкнутых систем 
жизнеобеспечения и пребыванию в них человека осу-
ществлялись еще с 1960-х годов, когда в России про-
водились исследования с использованием систем Bios-1 
и Bios-2 [17], на основе которых в начале 1970-х была 
спроектирована система Bios-3 [18]. В это же время, с 
начала 1960-х годов, в США начали проводиться ис-
следования возможности регенерации атмосферы [13]. В 
1980-е годы NASA выполнила эксперименты с Controlled 
Ecological Life Support Systems (CELSS) [46], в 1990-е 
был реализован масштабный эксперимент с замкнутой 
экосистемой в рамках проекта Biosphere-2 в Аризоне 
[35]. Кроме того, в настоящее время действует целый 
ряд экспериментальных установок в разных странах, к 
которым относятся: Japanese Closed Environmental Facility 
(CEEF) [37], the European Micro-Ecological Life Support 
Systems (MELiSSA) [45], the Canadian Controlled 



70

Вестник биотехнологии, 2019, Т. 15, № 4

Environmental Systems Research Facility (CESRF) [5], the 
Chinese Controlled Environment Life Support System and 
laboratory biosphere [48] и некоторые другие. Экспери-
менты с указанными установками длились, как правило, 
менее года. Целью данных экспериментов было, с одной 
стороны, создать замкнутые системы жизнеобеспечения, 
по возможности приближенные к естественным, с другой 
– изучить возможность пребывания человека в таких 
системах. При этом указанные выше установки предна-
значаются, в первую очередь, для создания замкнутых 
систем и поиска перспективных технологий, а не для 
прямого переноса на существующие или разрабатыва-

емые космические корабли [35]. Для следующего шага 
– переноса таких систем жизнеобеспечения в реальные 
космические корабли необходимы эксперименты уже 
более высокого уровня, с постепенным внедрением со-
ответствующих технологий [3]. 

Замкнутые системы жизнеобеспечения должны в 
идеальном случае гарантировать, как минимум, полную 
рециркуляцию кислорода и воды, как максимум – по-
вторное использование минеральных компонентов, а в 
идеале и реализовывать цикл углерода [35, 38]. Физио-
логические факторы, связанные с ежедневной жизнеде-
ятельностью человека, показаны на рисунке 1.

Рис. 1. Ежедневные входные и выходные физиологические факторы для человека [38]

Создание подобной системы жизнеобеспечения 
является сложной научной и инженерной задачей и 
требует анализа опубликованных данных по резуль-
татам проведенных исследований. Далее проводится 
анализ существующих и перспективных подходов и 
технологий для решения задач рециркуляции воды и 
кислорода.

Физико-химические процессы регенерации 
воды и кислорода

В настоящее время большое внимание уделяется 
совершенствованию электрохимических и термохи-
мических методов, используемых на Международной 
космической станции (МКС) [4, 50]. Для непрерывного 
проведения миссий на МКС используются системы 
жизнеобеспечения, которые, по последним оценкам, до-
стигают степени рециркуляции кислорода до 50% [23], 
а воды – до 70% [43]. Весьма интересными в данном 

контексте являются реакции углекислого газа с водо-
родом, а именно: реакции Сабатье [50] и Боша [2, 32].

Реакция Сабатье:
CO2 + 4H2  CH4 + 2H2O
Реакция Сабатье является каталитической. 

Значительный интерес на сегодня представляют ката-
лизаторы на основе оксида кобальта Co3O4 или более 
эффективные кобальт-рутениевые катализаторы на 
основе (Co0.95Ru0.95)3O4 [49]. Кроме того, показаны 
успешные результаты с использованием Pb/-Al2O3 
и Rh/-Al2O3 [24]. Температура протекания реакции 
250–400 °С с использованием современных катали-
заторов [24, 49]. 

Реакция Боша является двухстадийной [1]:
(I) CO2 + H2  CO + H2O
(II) 2CO  C + CO2
CO + H2    C + H2O
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Суммарная реакция Боша:
CO2+2H2  C+2H2O
Использование обеих реакций требует комбини-

рования с процессом электролиза воды для получения 
молекулярного водорода:

2H2O  2H2 + O2
Реакция Боша протекает в присутствии железного 

катализатора при температурах 530–730 °С [32]. 
Комбинация реакции Сабатье с электролизом ведет 

к образованию метана и также появляется избыток кисло-
рода, потому что на 1 молекулу CO2 требуется затратить 4 
молекулы H2, для получения которого необходимо затра-
тить 4 молекулы воды, в то время как в результате реакции 
образуются всего лишь 2 молекулы воды. Оставшейся 

свободной молекулы кислорода недостаточно для полного 
сжигания молекулы метана по реакции:

CH4 + 2O2   CO2 + 2H2O
Таким образом, при использовании процесса Саба-

тье возникает необходимость в утилизации образующе-
гося метана и избытка кислорода. Интересным решением 
данной проблемы является использование систем для 
пиролиза метана, в том числе двигателей [25]. Пиролиз 
метана позволяет вернуть часть водорода и использовать 
его для получения электричества в топливных элементах 
[7]. Принципиальная схема такой системы регенерации 
кислорода представлена на рисунке 2. Как видно из этого 
рисунка, такая схема позволяет создать цикл кислорода 
и при наличии системы регенерации воды – цикл воды.

Рис. 2. Схема регенерации кислорода с использованием реакции Сабатье

Д.В. Сухинов и др., с. 69–76

Не менее интересным способом утилизации метана 
является его каталитическое разложение до углеродного 
волокна и водорода с использованием Ni-Co-Al катали-
затора [15]. Данный метод также является высокотемпе-
ратурным и может быть актуален в случае необходимости 
получения углеродных материалов для перспективных баз 
на Луне или Марсе.

Реакция Боша требует более высоких темпера-
тур, чем реакция Сабатье. Также серьезной проблемой 
представляется потеря эффективности катализатора в 
процессе работы из-за того, что его поверхность по-
крывается образующимся твердым углеродом [2, 25]. 
Однако данная реакция требует только две молекулы 
H2 на одну молекулу CO2 и производит при этом две 
молекулы воды, что позволяет замкнуть цикл по воде и 
кислороду без дополнительных процессов, как в случае 

схемы на рисунке 2. В связи с этим работы по оптими-
зации конструкции реактора, подбору катализаторов 
и решению проблем с их загрязнением углеродом про-
должаются [1, 2].

Кроме двух рассмотренных выше реакций, для 
регенерации кислорода в настоящее время могут рас-
сматриваться еще несколько процессов, среди которых 
следует отметить электролиз углекислого газа [12] и 
реакция конверсии водяного газа [47]. 

Электролиз углекислого газа протекает при высо-
ких температурах от 750 до 1000 °С по реакции:

2CO2  2CO + O2
В качестве катализаторов используются платина 

и никель [12]. Также рассматривается возможность ис-
пользования твердооксидного электролиза [20]. Утили-
зировать СО можно по реакции диспропорционирования 
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Будуарда (которая является одной из стадий реакции 
Боша):

2CO  C + CO2
Из представленной реакции можно сделать вывод, 

что схема с электролизом углекислого газа обладает теми 
же основными недостатками, что и реакция Боша, а имен-
но: требует высоких температур и потери эффективности 
катализатора из-за осаждения на электроде углерода. 
Однако электролиз углекислого газа по предложенной 
схеме не требует водорода, в отличие от реакции Боша, 
что позволяет в общем разделить систему регенерации 
кислорода и систему регенерации воды. Если в пер-
спективе удастся создать электролизер, сопоставимый 
по массе с системами для реакций Боша и Сабатье, то 
можно ожидать выигрыша в массе за счет отсутствия 
цикла воды в системе регенерации кислорода. 

Реакция сдвига вода/газ (water-gas shift reaction, 
WGSR) достаточно хорошо изучена [19, 47] и пред-
ставляет собой следующий процесс:

CO2 + H2   HCOOH  CO + H2O
Эта реакция протекает при температурах от 170 до 

450 °С [41, 47]. Сейчас изучены многие катализаторы 
для повышения эффективности протекания WGSR [31, 
40]. Существенным недостатком является то, что ис-
пользование WGSR позволяет регенерировать только 
половину кислорода. Однако далее может применяться 
реакция диспропорционирования Будуарда, чтобы обе-
спечить более полную регенерацию кислорода.

Процесс, аналогичный реакции Сабатье, совме-
щенной с электролизом, можно проводить и с исполь-
зованием микроорганизмов. В работе [36] разработана 
система, в которой за счет электролиза получается водо-
род, совместно с углекислым газом используемый для 
получения метана. Авторы подобрали недорогие катали-
заторы для электролиза и выбрали архею Methanosarcina 
barkeri для фиксации углекислого газа. Оба процесса 
осуществляются в одном устройстве. Суммарная реакция 
всего процесса выглядит следующим образом:

2H2O + CO2   CH4 + 2O2
В целом эта реакция дает тот же элементный 

баланс, что и реакция Сабатье, совмещенная с электро-
лизом. Тем не менее можно ожидать, что за счет исполь-
зования микроорганизмов такое решение может быть 
менее энергозатратным при дальнейшей проработке.

У всех описанных выше процессов есть существен-
ный недостаток, а именно: углерод в итоге выбрасывается 
в космос или является отходом, следовательно, в системе 
жизнеобеспечения отсутствует цикл углерода. Однако в 
настоящее время существуют химические и биологиче-

ские процессы по использованию метана и монооксида 
углерода в синтетических процессах. В следующем 
разделе рассмотрим данные процессы детально и про-
анализируем, насколько они применимы к замкнутым 
системам жизнеобеспечения.

Биосинтетический и химико-синтетический 
подходы к утилизации метана и монооксида углерода

Метан может использоваться как сырье для био-
технологии [16] и для химической промышленности [6]. 

В настоящее время метанотрофные микроорганиз-
мы уже используются для биосинтеза белков, витаминов, 
биополимеров, антибиотиков и жидкого моторного то-
плива из метана [16, 26]. При этом обнаружены микро-
организмы и их сообщества, которые способны расти на 
метане в анаэробных условиях, используя сульфаты или 
нитраты [8, 39]. Данные микроорганизмы культивиру-
ются при температурах от 25 до 45 °С и нейтральных 
величинах рН. Кроме того, при их использовании в схеме 
с регенерацией кислорода процессом Сабатье создание 
анаэробных условий не потребует каких-либо сложных 
систем разделения газов. Тем не менее ныне требует-
ся генно-инженерная модификация данных штаммов 
микроорганизмов с целью придания им способности 
синтезировать продукты, которые необходимы во время 
экспедиции. К таким продуктам могут относиться пище-
вые белки и/или биомасса, витамины [30]. Эти метано-
трофные микроорганизмы обладают потенциалом к соз-
данию таких генно-инженерных штаммов, но подобные 
работы находятся только на самых начальных стадиях 
[16]. Кроме того, следует отметить, что на сегодняшний 
день не проводился анализ материального баланса био-
синтеза в таком цикле утилизации метана, чтобы дать 
оценку массы вовлеченных в процесс микроорганизмов, 
от которой можно было бы оценить объем среды для их 
культивирования, необходимый запас солей и т.д. 

Сейчас метан также используется в качестве сырья 
для химического синтеза. Наиболее известный процесс 
без участия кислорода – это синтез ацетилена, который 
проходит при температурах свыше 1000 °С по следующей 
реакции [6]:

2CH4   C2H2 + 3H2
Полученный по этой реакции ацетилен может ис-

пользоваться в качестве топлива совместно с аммиаком 
в перспективных двигателях [29, 42]. Физико-химиче-
ские свойства таких смесей теперь активно изучаются 
[28], и они находят применение в различных областях, 
например, для вакуумного осаждения углерода [21]. 
Однако указанная схема дефицитна по воде, так как по 
сравнению со схемой с пиролизом метана (см. рис. 2) 
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в цикл возвращаются только ¾ водорода, чего недо-
статочно для полной рециркуляции воды. Кроме того, 
получение аммиака также ведет к дисбалансу по водо-
роду, кислороду и азоту. Следовательно, такое решение 
может быть обосновано при возможности использования 
«внешних» ресурсов, например, ресурсов других планет 
или спутников.

При электролизе углекислого газа или при про-
ведении WGSR в качестве продукта образуется СО. 
Это ведет к неполной рециркуляции кислорода и, сле-
довательно, такие схемы ведут к расходу воды. Однако 
в настоящее время СО используется в качестве сырья 
для биотехнологических производств [22]. Уже сегодня 
с применением смеси монооксида углерода и водорода, 
получаемых газификацией твердого топлива, произво-
дится целый ряд продуктов: от биоэтанола до изопро-
панола, бутанола и уксусной кислоты [27]. В работе [44] 
показана возможность синтеза полигидроксибутирата на 
смеси газов, содержащих до 30% СО. Использование 
методов генетической инженерии может позволить соз-
дать штаммы микроорганизмов, продуцирующие веще-

ства, которые могут потребляться во время длительной 
экспедиции, например, в качестве добавок в пищу (белки, 
аминокислоты и т.д.) [30]. Принципиальная схема такой 
системы регенерации кислорода представлена на рисунке 
3. В настоящее время такое решение не проработано в 
достаточной степени в научных лабораториях, чтобы дать 
детальную оценку характеристик. Однако можно отме-
тить, что ожидаемым преимуществом такой схемы может 
представляться снижение энергозатрат, так как и WGSR 
и процессы биосинтеза являются менее энергозатратны-
ми, чем процессы на основе реакций Сабатье и Боша. 
С другой стороны, такая схема регенерации становится 
многокомпонентной с многочисленными взаимосвязями, 
поэтому выход из строя одного из компонентов может 
привести к выходу из строя сразу нескольких систем. 
Например, отказ в работе системы переработки отходов 
может привести к тому, что образуется недостаток воды 
для работы электролизера и далее к недостатку кисло-
рода. Такие комплексные системы, возможно, смогут в 
будущем найти применение при размещении поселений на 
других планетах или для крупных космических станций.

Рис. 3. Принципиальная схема регенерации кислорода с использованием реакции конверсии водяного газа 

Д.В. Сухинов и др., с. 69–76

Рассмотренные выше физико-химические методы 
регенерации воды и кислорода с максимальным умень-
шением количества получаемых отходов являются весьма 
энергозатратными и/или требуют высоких температур. 
При этом такие процессы на сегодняшний момент не 
могут решить еще одну важную проблему – обеспечение 
экипажа пищей [11, 33]. Для решения указанной задачи 
довольно естественно рассмотреть введение биологи-

ческих модулей, включающих в себя многоклеточные 
растения и/или различные микроорганизмы. 

Заключение

Как видно из представленного обзора, исследова-
ния, направленные на создание систем жизнеобеспечения 
для обитаемых космических аппаратов, на данный момент 
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ведутся весьма активно. Рассматриваются различные 
подходы от термохимических и электрохимических до 
частично биологических, в которых метаболизм различных 
микроорганизмов используется для переработки отходов, 
полученных на предыдущих физико-химических стадиях. 
Тем не менее имеющиеся и разрабатываемые в этой об-
ласти технологические решения пока что не могут обе-
спечить безотходной и эффективной рециркуляции воды и 
кислорода. Возможно, усовершенствование используемых 
технологий сможет привести к более перспективным для 
систем жизнеобеспечения результатам, которые в даль-
нейшем могут быть использованы в проектах окололунной 
космической станции Gateway и пилотируемых полетов 
Artemis на Луну, а затем и в проектах пилотируемых по-
летов на Марс. Одними из наиболее перспективных путей 
дальнейшего усовершенствования эффективности пере-
работки отходов и одновременно частичного или полного 
решения проблем с питанием астронавтов являются так 
называемые биологические системы жизнеобеспечения. 
Такие системы полностью основаны на метаболизме раз-
личных растений и микроорганизмов, наибольший интерес 
из которых вызывают нетоксичные цианобактерии. Обзор 
подобных систем и используемых в них технологий будет 
проведен в следующей статье.
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MODERN TECHNOLOGIES AND APPROACHES IN THE LIFE SUPPORT 
SYSTEMS DEVELOPMENT FOR INHABITED SPACECRAFT. PART 1
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1 National Research Centre «Kurchatov Institute»,  
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This article reviews current publications on research and development in the field of life support systems for manned spacecraft. 
Various approaches are considered, from thermochemical and electrochemical to partly biological, in which the metabolism of various 
microorganisms is used to process waste obtained in previous physicochemical stages. Available and developing technological solutions in 
this area cannot ensure waste free and efficient recirculation of water and oxygen yet. However, further improvement of the technologies 
may lead to more promising results for life support systems, which can later be used in actively developing projects like Lunar Orbital 
Platform-Gateway and Artemis manned flights to the Moon, and then in manned flight projects to Mars.
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