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Методика расчета толщины днищ 

вертикальных сосудов, установленных  
на фундаменте 
 
В статье рассмотрена возможность определения отбраковочной толщины плоских днищ 

в процессе экспертизы промышленной безопасности вертикальных сосудов с рабочим 

давлением под налив, установленных на фундаменте, с помощью методики расчета узла 
сопряжения стенки цилиндрического сварного сосуда с днищем. 

 

The article considers the possibility of determining burn-the thickness of flat bottoms in the 

process of examination of industrial safety of vertical vessels with operating pressure under 

loading, mounted on the base, using the calculation method of the node walls of a cylindrical 

vessel with a welded bottom. 
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В процессе проведения экспертизы про-

мышленной безопасности вертикальных сосу-

дов с рабочим давлением под налив, имеющих 

плоское днище установленное на фундаменте, 

возникает проблема определения расчетной тол-

щины днища. Ввиду того, что давление гидро-

статического столба жидкости, воздействующее 

на плоское днище, с одной стороны, компенси-

руется реакцией фундамента с другой, расчет 

толщины плоских круглых днищ сосудов и ап-

паратов, работающих под внутренним избыточ-

ным давлением по формулам, предусмотренным 

нормами и методами расчета на прочность по 

ГОСТ 14249, ГОСТ Р 52857.2 не представляется 

возможным. 

Поскольку в узле сопряжения обечайки и 

днища (зона уторного шва) возникает краевой 

эффект и кроме меридиональных и кольцевых 

усилий появляется еще изгиб оболочек от изги-

бающих моментов, поперечных сил и дополни-

тельных меридиональных и кольцевых усилий, в 

качестве одного из возможных вариантов реше-

ния задачи определения расчетной толщины 

днища рассмотрена возможность применения 

методики расчета уторного узла базирующемся 

на способе, разработанном М.К. Сафаряном и 

М.Н. Ручимским. [1, 2]. В основу расчета поло-

жено следующее соображение. Если нагрузка, 

действующая на стенку сосуда, осесиммет-

рична, то изгиб стенки может быть выражен 

дифференциальным уравнением, аналогичным 

дифференциальному уравнению изгиба балки на 

упругом основании (в смысле гипотезы коэффи-

циента постели). 

Выясним на примере вертикального 

стального сосуда с плоским днищем, установ-

ленным на твердом основании при рабочем дав-

лении налив, имеющим радиус днища r = 1500 

мм, толщину днища  = 16,0 мм толщину обе-

чайки  = 16,0 мм, высоту Н = 8000 мм возмож-

ность применения данной теории. 

а) при приведенных исходных данных 

для обечайки сосуда имеем: 

 

коэффициент постели обечайки 
6

3 2 6

2,1 10 1,6
k

1,5 10
ст

E кг
смr

  ;    (1) 
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цилиндрическая жесткость обечайки 

 

3 6 3
6

32

2,1 10 1,6
0,787692 10

12 0,9112 1
ст

E кгсD
см




  


;    (2) 

коэффициент деформации обечайки 

44
6

14,9 10,047
4 4 0,787692 10

cт
ст

ст

k
т

смD
   ;     (3) 

0,047 800 37,3ml mH   >6 

 

Следовательно, и по классификации 

проф. Тимошенко [3], и по классификации 

проф. Уманского [4], единичную полоску обе-

чайки можно рассматривать как бесконечно 

длинную балку. 

 

б) для днища имеем: 

цилиндрическая жесткость днища 

 

3 6 3
6

32

2,1 10 1,6
0,787692 10

12 0,9112 1
дн

E кгсD
см




  


    (4) 

Задаемся коэффициентом постели бетонного основания     3800дн
кгk

см
  [5] 

Тогда коэффициент деформации днища 

44
6

800 10,13
4 4 0,787692 10

дн
дн

дн

k
т

смD
       (5) 

0,13 800 101ml mH   >6     (6) 

Следовательно, единичную полоску 

днища также можно рассматривать как беско-

нечно длинную балку. 

Под воздействием внешних нагрузок в 

нижнем узле сосуда возникают изгибающий 

момент Х1 и поперечная сила Х2, т. е. задача яв-

ляется дважды статически неопределимой.  

Используя метод сил, определяется изги-

бающий момент и поперечная сила в узле. 

Определение единичных перемещений 

стенки от Х1=1 и Х2=1: 

 

11

1ст

ст стт D
  ;      (7) 

12 21 2

1

2

ст ст

ст стт D
          (8) 

22 3

1

2

ст

ст стт D
        (9) 
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Определение грузовых членов, зависящих от внешней нагрузки: 

1

ст

р

стk


         (10) 

1

ст

р

ст

H
k


         (11) 

где - удельный вес вещества в сосуде, 3
кгс

см
. 

Определение перемещений днища: 

2 2

11

1 21

4

дн днт с т сдн

дн днт D

 


 
      (12) 

 
0

0
1 1 2

2 дн дн дн дн

дн дн
q т с т с т с т с

дн

q т

k
            (13) 

0

21
1 22 дн

дн

q т с

дн дн

q

т D
        (14)

Где q1- равномерно-распределенная погонная нагрузка, приходящаяся на 1 см периметра кор-
пуса от собственного веса обечайки и днища верхнего; q0- гидростатическое давление; значения 

функций 
дн

т с ,
дн

т с ,
дн

т с ,
дн

т с  определяются при аргументе mднс по таблице 1 [3].

11 11 11

ст дн          (15) 

1 1 1 1 1 0

ст дн дн

р р q q           (16) 

Подставляя значения полученных перемещений в систему канонических уравнений: 

 11 11 1 12 2 1 1

21 1 22 2 2

0

0

ст дн ст ст дн

р р

ст ст ст

р

Х Х

Х Х

  

 

      


    

     (17) 

определяем значения Х1 и Х2. 
Для определения изгибных напряжений в днище находим действующий на него максимальный 

изгибающий момент: 

   2 201 1

2
1 1

2 4 2дн дн дн дн дн днт с т с т с т с т с т с

дн дн

qХ q
М

т т
              (18) 

2

6
дн

М



        (19) 

откуда нетрудно определить расчетную толщину р при допускаемом напряжении []: 

 
6

р

М



        (20)

Считаем весьма целесообразным  

применение вышеописанной методики для 

определения отбраковочной толщины плоских 

днищ сосудов, установленных на твердом осно-

вании при рабочем давлении налив и изготов-

ленных из цветных металлов и сплавов, так как 

требования Руководящих указаний по эксплуа-

тации и ремонту сосудов и аппаратов, работаю-

щих под давлением ниже 0,07 МПа (0,7 кгс/см2) 

и вакуумом (РУА-93) [6] определяют требова-

ния к отбраковке только стальных сварных со-

судов и аппаратов. 
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Экспертиза промышленной безопасности 

проектной документации по техническому 

перевооружению опасного производственного 

объекта – нововведения в нормативную базу 
 
В статье рассмотрены проблемы, возникающие при проектировании технического пере-

вооружения автоматизации работы котлов, установленных в котельных предприятий и 

котельных цехах ТЭЦ, а также при проведении экспертизы промышленной безопасности 

проектной документации по техническому перевооружению данных опасных производ-

ственных объектов. 

 

The article considers the problems arising when designing a technical upgrade automation of the 

boilers in boiler plants and heating plants CHP plants, as well as during the examination of industrial 

safety of project documents technical upgrade data hazardous production facilities. 

 

Ключевые слова: промышленная безопасность, техническая безопасность, трубопровод. 

 

При проектировании технического пере-

вооружения автоматизации работы котлов, 

установленных в котельных предприятий и ко-

тельных цехах ТЭЦ, а также при проведении 

экспертизы промышленной безопасности про-

ектной документации по техническому пере-

вооружению данных опасных производствен-

ных объектов (ОПО) возникают вопросы по 

обеспечению выполнения требований про-

мышленной безопасности при устройстве под-

вода топлива - природного газа и резервного 

жидкого топлива к котлам и горелочным 

устройствам котлов [3-6].  

В пунктах: 5.9.7, 5.9.8, 5.9.9, 5.9.10, 

5.9.11, 7.31, 7.32, 7.33, 7.35, 7.36, 7.37, 7.38, 7.39, 

7.40 ПБ 12-529-03 «Правила безопасности си-

стем газораспределения и потребления» (не 

действуют, отменены Приказом Ростехнадзора 

от 15.11.2013 г.) были установлены условия, по-

рядок, последовательность установки запор-

ной, регулирующей арматуры и арматуры без-

опасности на газопроводе подачи газа к котлу и 

к горелкам.  

Было установлено, что:  

- горелки пусковой мощностью свыше 0,4 

МВт должны оснащаться стационарной запаль-

ной горелкой, обеспечивающей факел у основ-

ной горелки в режиме розжига, а также наличие 

факела на всех режимах работы газоиспользу-

ющей установки; 

- врезка газопровода к защитно-запальным 
устройствам (ЗЗУ) горелок для газоиспользую-
щих установок должна быть выполнена до предо-
хранительных запорных клапанов (ПЗК); 

- на котлах, конструкцией которых преду-
смотрены растопочные горелки, защитно-запаль-
ные устройства (ЗЗУ), обеспечивающие наличие 
и контроль запального факела у горелки в режиме 
розжига и селективный контроль факела основ-
ной горелки во всех режимах работы котла, вклю-
чая режим розжига, допускается устанавливать 
только на растопочных горелках; 

- газопроводы газоиспользующих уста-
новок с горелками единичной тепловой мощ-
ностью свыше 0,35 до 1,2 МВт должны быть 
оборудованы по ходу газа двумя располагае-
мыми последовательно предохранительными 
запорными клапанами (ПЗК) и регулирующим 
устройством перед горелкой, а газопроводы 
газоиспользующих установок с горелками 
единичной тепловой мощностью свыше 1,2 
МВт должны быть оборудованы по ходу газа 
двумя располагаемыми последовательно 
предохранительными запорными клапанами 
(ПЗК), автоматическим отключающим устрой-
ством, установленным между ними, связан-
ным с атмосферой, обеспечивающим автома-
тическую проверку герметичности затворов 
предохранительных запорных клапанов (ПЗК) 
перед запуском (розжигом) и регулирующим 
устройством перед горелкой; 
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- на газоиспользующих установках, обо-

рудованных группой горелок с контролируе-

мым факелом, обеспечивающим розжиг осталь-

ных горелок (группы), допускается первый по 

ходу газа предохранительный запорный клапан 

(ПЗК) устанавливать общим; 

- газоиспользующие установки должны 

оснащаться системой технологических защит, 

прекращающих подачу газа в случаях: погасания 

факела горелки; отклонения давления газа перед 

горелкой за пределы области устойчивой работы; 

понижения давления воздуха ниже допустимого 

(для двухпроводных горелок); уменьшения раз-

режения в топке (кроме топок, работающих под 

наддувом); прекращения подачи электроэнергии 

или исчезновения напряжения на устройствах ди-

станционного и автоматического управления и 

средствах измерения;  

- на отводе газопровода к котлу внутри 

здания должна предусматриваться установка 

двух отключающих устройств, первое по ходу 

газа может выполняться с ручным приводом; 

второе с электроприводом должно быть задей-

ствовано в схему защиты котла;  

- на газопроводе-отводе к котлу после от-

ключающих устройств должны предусматри-

ваться: фланцевое соединение для установки по-

воротной или листовой заглушки с приспособле-

нием для разжима фланцев и токопроводящей пе-

ремычкой; штуцер для подключения продувоч-

ного агента; общекотловой ПЗК; врезка газопро-

вода к ЗЗУ горелок (только для газовых котлов); 

регулирующие клапаны (основной, растопоч-

ный), при устройстве индивидуального регулиру-

ющего клапана перед каждой горелкой растопоч-

ный клапан не обязателен; 

- на газопроводе перед каждой горелкой 

котла последовательно должны устанавли-

ваться два ПЗК, при использовании в качестве 

запорной арматуры двух быстродействующих 

запорных клапанов и индивидуального регули-

рующего клапана перед каждой горелкой уста-

новка общекотлового предохранительного за-

порного клапана необязательна;  

- допускается установка одного ПЗК и от-

ключающего устройства с электроприводом 

(очередность определяется проектом) и трубо-

провода безопасности между ними при условии 

установки общекотлового предохранительного 

запорного клапана; 

- и так далее, то есть отмененный доку-

мент содержал конкретные данные. 

Вновь введенные документы: Федераль-

ные нормы и правила в области промышлен-

ной безопасности «Правила безопасности се-

тей газораспределения и газопотребления», 

Технический регламент о безопасности  

сетей газораспределения и газопотребления и 

действующий  

СНиП 42-01-2002 «Газораспределитель-

ные системы» подобных указаний не имеют, а 

п. 62 Федеральных норм и правил в области 

промышленной безопасности «Правила про-

мышленной безопасности опасных производ-

ственных объектов, на которых используется 

оборудование, работающее под избыточным 

давлением» [1, 2] в редакции «Для обеспече-

ния взрыво- пожаробезопасности при работе 

котлов, подвод топлива к горелкам, требова-

ния к запорной, регулирующей и отсечной 

(предохранительной) арматуре, перечень не-

обходимых защит и блокировок, а также тре-

бования к приготовлению и подаче топлива 

определяются для каждого вида топлива тре-

бованиями проектной документации, руковод-

ства (инструкции) по эксплуатации котла и 

нормами пожарной безопасности» носит ско-

рее декларативный характер и не содержит 

конкретных указаний, то есть требования к ав-

томатизации котлов есть, а конкретно каким 

образом это выполнить не указано. При этом 

СО 34.23.501-2005 «Методические указания 

по эксплуатации мазутных хозяйств тепловых 

электростанций», устанавливающие требова-

ния к обеспечению промышленной безопасно-

сти и взрывопожаробезопасных условий при 

эксплуатации основных, резервных, растопоч-

ных и аварийных MX, содержащих основные 

требования и технологическую последова-

тельность выполнения основных операций при 

приеме, перекачке, хранении и подготовке к 

сжиганию топочных мазутов по ГОСТ 10585-

99 в котельных установках ТЭС, промышлен-

ных и отопительных, а также и ГОСТ 27824-

2000 «Горелки промышленные на жидком топ-

ливе. Общие технические требования» не 

включены в новый перечень национальных 

стандартов и сводов правил вступивший в 

силу с 1 июля 2015 г. Все выше перечисленное 

требует разъяснений и осложняет работу про-

ектировщиков и экспертов. 
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Оптимизация работ при провидении 

экспертизы промышленной безопасности 

технических устройств и плановых ремонтов 

оборудования 
 
В статье рассмотрена оптимизация работ при провидении экспертизы промышленной 

безопасности технических устройств и плановых ремонтов оборудования.  

 

The article discusses the optimization works at the Providence industrial safety expertise of 

technical devices and planned repairs of the equipment. 

 

Ключевые слова: промышленная безопасность, плановый ремонт, оборудование.  
 

Экспертиза промышленной безопасности 

(далее – ЭПБ) объектов в любой компании не яв-

ляется стандартным мероприятием. Любой объ-

ект имеет свои конструктивные особенности, ре-

монтную документацию, особенности эксплуата-

ции и по каждому необходимо разработать про-

грамму проведения экспертизы промышленной 

безопасности технического устройства, с учетом 

индивидуальных особенностей. 

Еще один необходимый момент – оборудо-

вание необходимо выключить из технологиче-

ского процесса, произвести подготовительные 

мероприятия для проведения ЭПБ и обеспечить 

возможность безопасного доступа к нему дефек-

тоскопистов и экспертов. На предприятиях хими-

ческой промышленности такая возможность 

предоставляется лишь в ежегодный остановоч-

ный ремонт и плановый ремонт для основного 

вспомогательного оборудования. 

Проведение ремонтных работ и ЭПБ 

должны быть полностью скоординированы. 

Необходимо уже на этапе составления графи-

ков ремонтов основного и вспомогательного 

оборудования на следующий год закладывать 

время и трудозатраты для подготовки обору-

дования к ЭПБ. 

Для этого на химическом предприятии 

необходимо: 

составить графики ремонтов основного 

и вспомогательного оборудования; 

согласовать графики ремонтов основ-

ного и вспомогательного оборудования с гра-

фиком работ по проведения ЭПБ основного и 

вспомогательного оборудования, при этом 

необходимо обеспечить выполнение всех ме-

роприятий по подготовке к ЭПБ в полном объ-

еме не позднее сроков, указанных в графике 

работ по проведения ЭПБ. 

Но это лишь первый этап: необходимо опре-

делить перечень работ и сроки их проведения. Да-

лее работникам химического предприятия, ответ-

ственным за формирование графиков проведения 

ЭПБ и составление технических заданий по подго-

товке оборудования к ЭПБ требуется: 

на основе графика проведения ЭПБ про-

извести сметные расчёты; 

обеспечить формирование сметных рас-

чётов на выполнение работ по ЭПБ; 

оформить технические задания на выпол-

нение работ в установленном порядке. 

Исходя из перечня объектов и сроков про-

ведения работ по ЭПБ, на основании смет опре-

деляется с их ориентировочной стоимостью, она 

и закладывается в бюджет следующего года. 

Что всегда тормозит проведение работ и 

должно быть организовано заблаговременно. 

Конкурентные процедуры по выбору подрядчи-

ков. Тема проведения тендерных закупок до-

статочно обширная, здесь необходимо только 

сказать, что процедура проводится в жестко ре-

гламентированных рамках и находится под 

неустанным контролем внутреннего аудита лю-

бой компании и очень долгая. В результате по-

сле проведения торгов договор до подписания 

проходит согласования и пересогласования, 

этот этап растягивается до нескольких месяцев, 
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и зачастую работы по ЭПБ начинаются раньше 

его подписания, что серьезно затрудняет как 

подготовку к ним, так и получение качествен-

ного результата. 

По нашему опыту: во-первых, проведе-

ние тендерной процедуры должно быть пере-

смотрено с учетом временных проволочек в 

процессе подписания договоров. 

Во-вторых, подписанный договор по ре-

зультатам проведения тендерной процедуры, 

должен быть направлен в адрес Исполнителя не 

позднее, чем за 20 рабочих дней до начала вы-

полнения работ (оказания услуг) по данному 

договору. Это крайняя, минимальная дата. 

На объектах I, II классов опасности  

существующая система планово предупредитель-

ных ремонтов исполняется и проводится в назна-

ченном в графиках периоде, а ежегодный остано-

вочный ремонт, как правило, в середине года, 

 на непродолжительный период (1-2 недели). В 

данный период организация выводит оборудова-

ние из эксплуатации, готовит к ЭПБ и ремонту. 

Как показала практика, в период ежегод-

ного остановочного ремонта на предприятиях хи-

мической промышленности огромное количество 

времени уходит на подготовку мест технических 

устройств для проведения неразрушающего кон-

троля (УЗТ, УЗД, ПВК, МК). 

Наша экспертная организация организует 

свою работу таким образом: определяет сов-

местно с Заказчиком места зачистки под кон-

троль, до ежегодного остановочного ремонта, 

для всех технических устройств, указанных в 

графике ЭПБ. Данное мероприятие значи-

тельно ускоряет время подготовительных работ 

к ЭПБ во время ежегодного остановочного ре-

монта, в результате чего выигрывает и предпри-

ятие, и экспертная организация. 
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Некоторые особенности определения срока 

безопасной эксплуатации криогенных 

резервуаров 
 

В статье рассмотрены особенности прогнозирования остаточного ресурса криогенных 

резервуаров. 

 

Article is concert to peculiarities of forecasting of a residual resource of the cryogenic tanks. 

 

Ключевые слова: остаточный ресурс, криогенные резервуары, малоцикловая усталость. 

 

В настоящее время большое количество 

криогенных резервуаров типа ГХК, ЦТК, 

ТРЖК с термоизоляционным кожухом уже от-

работали назначенный срок службы. Тем не ме-

нее техническое состояние этих изделий на 

настоящий момент позволяет эксплуатировать 

их по прямому назначению. Большинство пред-

приятий, эксплуатирующие такого рода обору-

дование, заинтересованы в продлении срока их 

безопасной эксплуатации, ввиду достаточно 

высокой стоимости нового. 

В связи с этим возникает необходимость 

проведения экспертизы промышленной безопас-

ности (ЭПБ) криогенных резервуаров, так как 

стоимость работ в процессе поведения ЭПБ 

несравнимо меньше стоимости нового оборудо-

вания, поскольку при положительных результа-

тах которой возможно продление срока безопас-

ной эксплуатации технических устройств, отра-

ботавших назначенный срок службы. 

В общем случае современная методоло-

гия оценки и прогнозирования технического со-

стояния изложена в Методических указаниях 

по проведению диагностирования техниче-

ского состояния и определению остаточного 

срока службы сосудов и аппаратов РД 03-421-

01 [1], которая носит комплексный характер и в 

общем случае предусматривает: 

а) анализ технической документации; 

б) наружный и внутренний осмотр, визу-

ально-измерительный контроль сосуда; 

в) контроль соответствия системы авто-

матизации требованиям Правил устройства и 

безопасной эксплуатации сосудов, работающих 

под давлением; 

г) неразрушающий контроль качества 

сварных соединений, толщинометрию; 

д) определение химического состава, ме-

таллографические исследования, оценку меха-

нических свойств основного металла и сварных 

соединений; 

е) проведение коррозионных исследований; 

ж) анализ результатов технического диагно-

стирования и проведение расчетов на прочность; 

з) анализ повреждений и параметров тех-

нического состояния сосуда и установление 

критериев предельного состояния; 

и) проведение уточненных расчетов на 

прочность; 

к) определение остаточного ресурса сосуда; 

л) гидравлические (пневматические) ис-

пытания. 

В случае установления по результатам ра-

бот соответствия объекта технического диагно-

стирования требованиям нормативной докумен-

тации в качестве показателей технического состо-

яния для прогнозирования остаточного ресурса 

сосудов и аппаратов чаще всего используют из-

меренные величины возникших повреждений 

(глубины коррозии, величины эрозионного или 

механического износа, остаточной пластической 

деформации), данные об изменении физико-хи-

мических характеристик материалов. Рекоменду-

емые математические модели для прогнозирова-

ния остаточного ресурса сосудов: 

а) линейная модель вида хорошо описы-

вает кинетику разрушения металлов при общей 

коррозии и различных видах механического из-

нашивания; 
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б) степенная зависимость применяется 

при описании многих видов коррозии поверх-

ностей металлов (как сплошной, так и локаль-

ной), а также при коррозии под напряжением и 

изнашивании; 

в) логарифмическая зависимость хо-

рошо описывает кинетику газовой и локальной 

коррозии; 

г) экспоненциальная модель применяется 

при описании кинетики общей коррозии под 

напряжением. 

На практике при оценке ресурса оборудо-

вания чаще всего применяется линейная модель.  

Конструктивными особенностями резер-

вуаров являются наличие вакуумно-порошко-

вой или вакуумно-многослойной изоляции и 

отсутствие люков. 

Ввиду конструктивных особенностей ре-

зервуара, проведение работ по п.п. б), г), д), е), и) 

применительно к внутреннему сосуду либо неце-

лесообразно, либо не представляется возможным. 

Техническое диагностирование криоген-

ных резервуаров, отработавших установленный 

изготовителем срок службы , регламентируется 

КВО 6817 И [2], и включает: 

а) анализ технической документации на 

сосуд; 

б) внешний осмотр изделия; 

в) проверку вакуумной герметичности 

изоляционной полости и герметичности внут-

реннего сосуда; 

г) пневматические испытания внутреннего 

сосуда на прочность и плотность с использова-

нием акустико-эмиссионного контроля; 

д) определение остаточного ресурса. 

Криогенный резервуар это сосуд с термо-

изоляционным кожухом, работающий под цик-

лическим давлением при температуре 77 К. 

Внутренний сосуд из нержавеющей стали при 

эксплуатации заполняют сжиженные криопро-

дукты, что исключает коррозию металла. За-

щиту от внешних воздействий выполняет тер-

моизоляционный кожух. 

Поскольку при техническом диагности-

ровании криогенных сосудов получение чис-

ленных значений показателей технического со-

стояния по коррозионно-эрозионному износу 

невозможно, в качестве параметров техниче-

ского состояния для прогнозирования остаточ-

ного ресурса используют число циклов нагру-

жения сосудов. 

Для определения влияния малоцикловой 

усталости внутреннего корпуса сосуда на оста-

точный ресурс проводится расчет допускае-

мого числа циклов нагружения при расчетной 

амплитуде по ГОСТ Р 52857.6-2007. 

 

Обозначение символов и числовых коэффициентов: 

σа – Амплитуда напряжений, МПа 

[σа] – Допускаемая амплитуда напряжений, МПа 

N – Число циклов нагружения 

[N] – Допускаемое число циклов нагружения 

Сt – Поправочный коэффициент, учитывающий температуру 

А – Характеристика материала, МПа 

nN – Коэффициент запаса прочности по числу циклов 

N – Число циклов нагружения 

В – Характеристика материала, МПа 

nσ – Коэффициент запаса прочности по напряжениям 

ξ – Коэффициент, учитывающий тип сварного соединения 

 

Допускаемая амплитуда напряжений определяется по формуле: 

 



n

B

Nn

А
С

N

tа  ,   (1) 

где nN = 10, nσ = 2 (для стальных сосудов), коэффициенты А, В, Сt определяются по таблице 3  

ГОСТ Р 52857.6-2007. 

Амплитуда напряжений определяется по формуле: 

  
2

K
а   (2) 
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где  





P
K        (3) 

коэффициент ξ определяется по таблице 1 ГОСТ Р 52857.6-2007, 

22

P

S

PD
   (4) 

Допускаемое число циклов нагружения определяется по формуле: 

 

2

1
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n

B

A
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N





 (5) 

где  












n

B
aa ;max       (6)  

Осуществляется сравнение максималь-

ного числа циклов нагружения в процессе экс-

плуатации N с допускаемым числом циклов 

нагружения [N], а также амплитуды напряже-

ний, возникающих при эксплуатации сосуда с 

допускаемой амплитудой напряжений. Условие 

малоцикловой прочности будет выполнятся, 

если будут удовлетворяться условия: 

σа ≤ [σа]   (7) 

         N ≤ [N] 

Для прогнозирования остаточного ре-

сурса определяется среднегодовое количество 

нагружений: 

/рср год

N
N

n
   (8) 

где n- максимальное количество лет эксплуатации. 

Определяется остаточный ресурс  

 

/рср год

N N

N


  (9) 

Следует отметить, что поверочный рас-

чет на усталостную прочность по ГОСТ Р 

52857.6-2007 необходимо выполнять при усло-

вии, если число циклов изменения давления и 

температурных напряжений при работе техни-

ческого устройствах в переменном режиме за 

весь срок эксплуатации превышает 1000 для 

технических устройств, изготовленных из 

аустенитных сталей. 
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Обоснование целесообразности проведения 

расчетов на прочность для условий 

гидроиспытания сосудов и аппаратов, 

предназначенных для работы под давлением 

0,07 МПа (0,7 кгс/кв. см) и ниже 
 

В статье рассмотрена целесообразность проведения дополнительного расчета на проч-

ность для условий гидроиспытания сосудов и аппаратов, предназначенных для работы 

под давлением 0,07 МПа (0,7 кгс/кгс/см2) и ниже. 

 

The articlevconcerd the expediency of holding extra strength analysis for hydraulic testing of vessels 

and apparatuses designed to operate under pressure 0.07 MPa (0.7 kgf/kgf/cm2) and below. 

 

Ключевые слова: гидроиспытания, аппараты под давлением, сосуды под давлением 

 
Практика проведения расчетов на проч-

ность сосудов и аппаратов, предназначенных для 

работы под давлением 0,07 МПа (0,7 кгс/кгс/см2) 

и ниже в соответствии с требованиями действую-

щих нормативных документов [1,2], имеет свои 

особенности.  

Положения ГОСТ 14249-89, ГОСТ Р 

52857.1-2007 требуют проведения дополнитель-

ного расчета на прочность для условий испыта-

ния если расчетное давление в условиях испыта-

ния будет больше, чем расчетное давление в ра-

бочих условиях, умноженное на 1,35
 

 
20




, 

где  
20

 и   - допускаемые напряжения при 

температуре 20 °C и при рабочей температуре со-

ответственно, которые принимаются по наимень-

шему значению материалов элементов (обечайки, 

днища, фланцы, патрубки, крепеж и др.), сосуда 

(аппарата), определяющих его прочность. 

Поскольку допускаемые напряжения при 

расчете по предельным нагрузкам сосудов и ап-

паратов, работающих при статических однократ-

ных нагрузках, изготовленных из листового про-

ката, для углеродистых и низколегированных ста-

лей определяют, как правило, по формуле: 

 
0,2

т

 или 
min

e pR R

n

 
   

 
;      (1) 

а для условий испытания:  

  0,2

20 20 или 
e p

Т

R R

n
         (2) 

 

где nт коэффициент запаса прочности, который 

для рабочих условий равен 1,5; для гидравличе-

ских испытаний равен 1,1; 

Rе  минимальное значение предела текуче-

сти при расчетной температуре, МПа (кгс/см2); 

Rр0,2 минимальное значение условного пре-

дела текучести при расчетной температуре 

(напряжение, при котором остаточное удлине-

ние составляет 0,2%), МПа (кгс/см2); 

20
eR  минимальное значение предела текуче-

сти, при температуре 20°С, МПа (кгс/см2); 
20

0,2 pR  минимальное значение условного пре-

дела текучести при температуре 20°С, МПа 

(кгс/см2) 

можно сделать вывод о том, что допус-

каемые напряжения для гидравлических испы-

таний по величине значительно выше, чем до-

пускаемые напряжения для рабочих условий. 
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Величина пробного давления прР , МПа 

(кгс/см2), (т. е. давления гидроиспытаний) ре-

гламентирована Руководящими указаниями 

РУА-93, и при отсутствии указаний в паспорте 

сосуда или в технической документации про-

ектной организации, определяется: 

 

 
201,25прР Р





,   (3) 

где Р - расчетное давление, МПА (кгс/кгс/см2)  

но должна быть не менее 0,1 МПа (1 кгс/кгс/см2). 

Целесообразность проведения дополни-

тельного расчета на прочность для условий гид-

роиспытания, при расчетной в рабочих усло-

виях температуре равной 20°С, представляется 

возможным определить из выражения: 

 

 

 

 
20 201,25 1,35гстР Р Р

 
 

 
,  (4) 

где гстР - давление гидростатического столба 

жидкости (учитывается в расчетном давлении 

для условий гидроиспытания если на элемент 

сосуда или аппарата действует гидростатиче-

ское давление, составляющее 5% и выше рабо-

чего по ГОСТ 14249-89, и в любом случае по 

ГОСТ Р 52857.1-2007). 

Поскольку по определению  

max 0,07Р   МПа (0,7 кгс/см2),  (5) 

а 
 

 
20 1





: 0,007гстР   МПа ( 0,07 кгс/см2)  

Нетрудно заметить, что при увеличении 

расчетной температуры в рабочих условиях со-

отношение 
 

 
20




 будет увеличиваться, что 

приведет к тому, что необходимость в проведе-

нии расчета на прочность для условий гидроис-

пытания отпадет.  
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Секция 1. Биотехнология и образование:  
заседание УМО  

(Секции биотехнологии) 
 
 

УДК 378.048.2 
 

ПРОЕКТИРОВАНИЕ ПЕДАГОГИЧЕСКОГО МОДУЛЯ ДЛЯ ОБРАЗОВАТЕЛЬНЫХ  

ПРОГРАММ АСПИРАНТУРЫ 
 

В.А. Соломонов, Н.А. Брагина, Р.Р. Биглов 
 

ФГБОУ ВПО «Московский государственный университет тонких химических технологий  
имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия. 

 
Введение трех уровней высшего образования в Российской Федерации и переход к формирова-

нию основных образовательных программ на основе компетентностного подхода привели к выделе-
нию педагогической деятельности в качестве одного из видов деятельности, к которой может вестись 
подготовка в техническом вузе. Причем в аспирантуре подготовка к педагогической деятельности яв-
ляется обязательным условием реализации основной образовательной программы. Рассмотрим вари-
ант построения педагогического образовательного модуля в аспирантских программах, реализуемых в 
МИТХТ им. М.В. Ломоносова. 

Объем учебного времени в зачетных единицах, выделяемого на формирование педагогической 
компетенции в соответствии с требованиями государственных образовательных стандартов 
(ФГОС ВО) устанавливается образовательной организацией самостоятельно. Вариант структуры педа-
гогического модуля представлен в таблице 1. Общий объем педагогического модуля составляет 18 за-
четных единиц (з.е.), что не превышает 10% от общего объема программ аспирантуры, и сравнимо с 
объемом учебного времени, необходимого для получения дополнительной квалификации при реализа-
ции программ переподготовки кадров.  

Т а б л и ц а  1 
Структура педагогического образовательного модуля 

 

№ п/п Наименование дисциплин и практик 
Трудоемкость 

Вид контроля 
з.е. а.ч. 

1 Современные образовательные технологии 3 108 зачет 

2 Дидактика высшей школы 3 108 зачет 

 Теоретическая часть: 6 216  

3 Методическая практика 3 108 зачет 

4 Учебно-ознакомительная практика 3 108 зачет 

5 Учебная практика 6 216 зачет 

 Практическая часть: 12 432  

 Итого: 18 648  

 Государственный экзамен 3 108  

 
Предлагается выделить методическую, учебно-ознакомительную и учебную практики. При этом  

методическая практика в обязательном порядке проходится после теоретической части модуля.  
В ходе учебно-ознакомительной практики обучающиеся знакомятся с методикой проектирования и прове-
дения учебных занятий с использованием современных образовательных технологий, как правило,  
со студентами младших курсов. Учебная практика привязывается к реальному учебному процессу с учетом 
индивидуального учебного плана аспиранта. Учебная практика может разбиваться на части, как правило, 
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объемом не менее 3 з.е. Проведение учебной практики базируется на частных методиках конкретных вы-
пускающих кафедр, поэтому допустимо проведение учебной практики параллельно с теоретическим обу-
чением в профессиональных образовательных модулях и перенос учебной практики на старшие курсы 
(3 и 4 курсы) аспирантуры. Проведение практик завершается подготовкой отчетов и их защитой.  

Для обеспечения готовности к преподавательской деятельности по основным образовательным 
программам высшей школы обучающиеся должны овладеть следующими видами педагогической дея-
тельности: 

 технологией проектирования учебного процесса на уровне отдельного учебного занятия, учебного 
модуля, основной образовательной программы;  

 разработкой учебных и учебно-методических материалов; 

 методикой проведения основных видов учебных занятий: лекций, семинаров, практических и ла-
бораторных занятий в рамках учебной дисциплины (учебного модуля); 

 традиционными и современными образовательными технологиями, в том числе интерактивными и 
дистанционными; 

 средствами и приемами педагогической коммуникации; 

 способами организации и контроля самостоятельной учебной работы; 

 методами оценки качества освоения образовательной программы; 

 оформлением отчетной документации о ходе учебного процесса, в том числе в электронном виде; 

 анализом результатов педагогической деятельности. 
Оценивание педагогической деятельности аспирантов осуществляется экспертами, роль которых мо-

гут исполнять: преподаватели, аспиранты (обучающиеся вместе с оцениваемым), студенты (которых аспи-
рант учит). Результаты экспертизы отражаются в анкетах, разрабатываемых обучающей организацией. Ос-
новным документом, характеризующим педагогическую деятельность аспиранта, является индивидуаль-
ное портфолио, которое может вестись в электронном виде. В портфолио содержится и самооценка своей 
педагогической деятельности со стороны аспиранта. Глубина и уровень самооценки и самоанализа учиты-
ваются преподавателями при оценивании педагогической деятельности аспиранта. На основе портфолио 
может осуществляться подготовка аспиранта к сдаче итогового государственного экзамена.  

 
 

УДК 378.14 
 

ПОДГОТОВКА МАГИСТРОВ-БИОТЕХНОЛОГОВ ДЛЯ ПРОМЫШЛЕННОСТИ И НАУЧНО-

ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКИХ ОРГАНИЗАЦИЙ НА ПРИМЕРЕ СОТРУДНИЧЕСТВА 

РОССИЙСКОГО И ЕВРОПЕЙСКОГО УНИВЕРСИТЕТОВ 
 

М.Г. Сульман, Э.М. Сульман, Г.Н. Демиденко 
 

ФГБОУ ВПО «Тверской государственный технический университет», Тверь, Россия 
 

Качество образования и уровень подготовки выпускников вузов любой ступени (от бакалавра до ас-
пиранта) имеет определяющее значение для успешного развития современного государства. Одним из пер-
спективных направлений сотрудничества России со странами Евросоюза, в частности странами Скандина-
вии, является гармонизация систем высшего образования в русле инициатив Европейского союза в сферах 
высшего образования и науки, в частности Болонской декларации и "Европейской зоны высшего образо-
вания". К европейским университетам, активно развивающим международное сотрудничество в последние 
десятилетия, относится Университет Або Академи (г. Турку), который обладает развитой базой для научно-
исследовательской деятельности и занимает лидирующие позиции в Европе по образованию в области хи-
мической и биотехнологий, катализа, компьютерных наук, органической химии и полимеров, информаци-
онной и структурной биологии и естественных наук. 

Основываясь на опыте многолетних партнерских отношений в научно-исследовательской дея-
тельности, Тверской государственный технический университет на базе Института нано- и биотехно-
логий с 2008 г. совместно с Университетом Або Академи осуществляет международную образователь-
ную программу в области подготовки магистров в области био- и химической инженерии. 
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УДК 378.048.2 
 

ПРОЕКТИРОВАНИЕ ПРОФЕССИОНАЛЬНЫХ ОБРАЗОВАТЕЛЬНЫХ МОДУЛЕЙ 

ПРОГРАММ МАГИСТРАТУРЫ И АСПИРАНТУРЫ 

 

Н.А. Брагина, А.Б. Пшеничникова, В.А. Соломонов, В.И. Швец 
 

ФГБОУ ВПО «Московский государственный университет тонких химических технологий  
имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия 

 
Последнее поколение государственных образовательных стандартов высшего образования 

(ФГОС ВО) требует от разработчиков использования компетентностного подхода при проектировании 
и реализации основных образовательных программ (ООП). Результатом освоения ООП выступают 
компетенции выпускника, представляющие собой динамичную совокупность знаний, умений, навы-
ков, способностей, ценностей, необходимых для эффективной профессиональной деятельности и лич-
ностного развития выпускников.  

Для достижения планируемых результатов освоения ООП целесообразно их построение по модуль-
ному принципу. Под модулем понимается часть образовательной программы, имеющая определенную ло-
гическую завершенность по отношению к установленным целям и результатам обучения. Объем модуля 
рекомендуется выбирать кратным 3 зачетным единицам. Для каждого модуля задаются «входные требова-
ния» в виде набора необходимых для его освоения компетенций (или знаний и умений) и четко сформули-
рованные планируемые результаты обучения. Модуль может состоять из отдельных учебных элементов: 
учебных дисциплин, практик, междисциплинарных видов учебной деятельности. 

При проектировании профессиональных образовательных модулей в магистратуре вначале опре-
деляются основные и дополнительные виды деятельности, к которым будут готовиться магистранты. За-
тем на основе государственных (ФГОС ВО) и профессиональных стандартов формируется набор про-
фессиональных компетенций.  Обучающая организация с участием ключевых работодателей может до-
бавить дополнительные профессиональные специализированные компетенции.  Затем разрабатывается 
укрупненный учебный план, в котором, с учетом ограничений ФГОС ВО и исходя из сформированного 
перечня компетенций, проектируется набор образовательных модулей. Последние размещаются в учеб-
ном плане таким образом, чтобы обеспечить последовательное формирование компетенций. При этом 
зачетные единицы, выделенные для освоения профессиональной части ООП, распределяют по профес-
сиональным образовательным модулям (объем модуля кратен 3 з.е.). Основываясь на укрупненном учеб-
ном плане, преподаватели выпускающих кафедр разрабатывают рабочие программы учебных дисци-
плин, практик и других элементов учебного процесса, составляющих отдельные модули. При разработке 
рабочих программ особое внимание следует обращать на подготовку фондов оценочных средств, позво-
ляющих контролировать процесс формирования компетенций. 

В отличие от магистратуры, в аспирантуре обучающиеся должны быть подготовлены к двум ви-
дам профессиональной деятельности: к научно-исследовательской деятельности в своей профессио-
нальной области и к преподавательской деятельности по программам высшего образования. В ФГОС 
ВО аспирантуры определены универсальные компетенции, не зависящие от направления подготовки, 
и общепрофессиональные компетенции, учитывающие специфику направления подготовки. Профес-
сиональные компетенции, связанные с профессиональной направленностью конкретной аспирантской 
программы, разрабатываются образовательной организацией самостоятельно. 

Большая часть программы аспирантуры отводится на проведение научных исследований: так для 
четырехлетних программ обучения объемом 240 з.е. на проведение научных исследований отводится 
около 180 з.е., что составляет ¾ объема программы. Модули, связанные с проведением научных иссле-
дований, не являются полностью образовательными, так как они направлены, в первую очередь, на 
получение новых научных результатов в ходе самостоятельной научной работы аспирантов. Компо-
новка образовательных и научно-исследовательских модулей осуществляется при составлении инди-
видуального учебного плана аспиранта. При этом укрупненный учебный план является примерным. 
Разработка укрупненного учебного плана осуществляется на основе соответствующих образователь-
ных и профессиональных стандартов, паспорта научной специальности, примерной и/или основной 
образовательной программы. 
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В рамках реализации федеральной целевой программы «Развитие фармацевтической и медицин-
ской промышленности Российской Федерации на период до 2020 года и дальнейшую перспективу» 
(«Фарма 2020») с целью совершенствования системы подготовки специалистов для фармацевтической 
промышленности нами было осуществлено поэтапное проектирование профессиональных образова-
тельных модулей ООП магистратуры и вариативной части аспирантуры с направленностью «Бионано-
технология» в соответствии с общим методическим алгоритмом, приведенном в работе [1]. Проекти-
рование профессиональных компетенций выполняли, исходя из перечня задач профессиональной дея-
тельности и трудовых функций в области разработки инновационных технологий и организации про-
изводства биофармацевтических препаратов, сформулированных на основе требований ключевых ра-
ботодателей и соответствующих нормативных документов. Декомпозиция профессиональных компе-
тенций на элементы (владения, умения и знания) служила основой для проектирования содержания и 
структуры модулей в целом и разработки рабочих программ и оценочных средств. 
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В системе высшего профессионального образования России проходят реформы, направленные 

на повышение качества образования и приведение его в соответствие с общеевропейскими и мировыми 

стандартами. 

Основой современного образования должны быть не столько учебные дисциплины, сколько спо-

собы мышления и деятельности студентов. Задачей высшего образовательного учреждения является 

не только выпуск специалистов, но и включение студентов в процессе студентов в разработку принци-

пиально новых технологий, их адаптация к реальным условиям производства. При этом, в процессе 

обучения, важно развивать у студентов творческую активность, креативное мышление, умение оцени-

вать, рационализировать, быстро адаптироваться к изменчивым потребностям рынка.  

Поэтому в настоящее время все высшие учебные заведения находятся в постоянной конкурентной 

борьбе за потенциального студента. В этих условиях лучшие шансы на дальнейшую деятельность по под-

готовке специалистов, будут у тех вузов, которые гарантируют высокое качество образования, удовлетво-

ряющее всех потребителей услуг этого учебного заведения. Главной задачей современной высшей школы 

является подготовка компетентного, гибкого, конкурентоспособного специалиста, являющего гармониче-

ски развитой личностью, органично вписанной в современное общество.  

Возникающие в последнее время проблемы в системе высшего образования свидетельствуют о раз-

рыве между изменившимися условиями жизни и образовательной системой, ее целями, видами, содержа-

нием и технологиями обучения. В связи с этим традиционная технология обучения должна быть дополнена 

новыми технологиями, основанными на закономерности познавательной деятельности. В этом случае сту-

дент становится главной фигурой в учебном процессе, выступает как субъект обучения.  

Инновационный процесс понимается как комплексная деятельность по созданию, освоению, ис-

пользованию и распространению новшеств. Кроме того, инновации определяют новые методы, формы, 

средства, технологии, использующиеся в педагогической практике, ориентированные на личность сту-

дента, на развитие его способностей. Инновационное развитие позволит России стать конкурентным 

обществом. В условиях решения настоящих задач важнейшими качествами личности становятся ини-

циативность, способность творчески мыслить и находить нестандартные решения, готовность обу-

чаться в течение всей жизни. Все это успешно может быть сформировано в условиях инновационных 
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образовательных организациях, т.е. это учебное заведение, которые способны к саморазвитию и кото-

рые создают условия для полноценного развития всех своих участников.  

Умение производить и внедрять инновации должно являться одним из главных достоинств спе-

циалиста, а поэтому в системе образования принцип «оптимальной адаптации» к применяющимся 

условиям должен заменить прежнюю модель «устойчивой специализации». Инновационное образова-

ние предполагает готовность действовать в новых условиях, исследование того, что случится или необ-

ходимо для общества. 

Именно инновационные методы и технологии в преподавании смогут помочь преподавателю в 

решении поставленных задач. 

Основные методические инновации также связаны с применением интерактивных форм и мето-

дов обучения, что является одним из важнейших направлений совершенствования подготовки студен-

тов в современном вузе. При этом студенты легче вникают, понимают и запоминают материал, кото-

рый они изучали посредством активного вовлечения их в учебный процесс. 

Необходимо отметить, что с помощью интерактивного обучения можно решать одновременно 

несколько задач, направленных на развитие коммуникативных умений и навыков. Интерактивные ме-

тоды позволяют установить эмоциональные контакты между студентами, развивают креативность, 

возможность нестандартно мыслить и уметь отстаивать свои интересы, формируют навыки работы в 

команде, обеспечивая высокую мотивацию в саморазвитии и самообучении, активную жизненную по-

зицию и развитие творческого потенциала. 

Преимущество инновационных методов сложно переоценить, так как они играют большую роль 

в формировании личностных качеств будущего специалиста. 

С целью повышения мотивации обучения и его качества, улучшение к адаптации к новым усло-

виям, большую роль может сыграть научная студенческая деятельность, так как в последнее время 

отмечается общая тенденция к снижению интереса к учебной и научной деятельности среди студентов. 

Выполнение научно-исследовательской работы студентов (НИИРС) в вузе позволяет реализовать их 

творческий потенциал в сфере науки. 

Студенты овладевают научным методом познания для углубленного и творческого изучения 

учебного материала, изучают методологию научных исследований, обучаются методам и приемам са-

мостоятельного решения научных задач. 

Таким образом, все виды и формы традиционных и инновационных форм обучения направлены 

на активизацию творческого мышления студентов, применения научных методов в решении конкрет-

ных задач, что способствует повышению качества подготовки студентов. Привлечение студентов к 

научной деятельности повышает мотивацию к обучению. 
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Решение стоящих перед пищевой промышленностью задач возможно только в русле инноваци-

онного развития [2, 4, 6]. 

Уникальная специфика пищевой промышленности состоит в том, что ряд выпускаемых ею про-

дуктов имеет сжатые сроки пригодности к употреблению. Увеличение этого промежутка времени есте-

ственным образом стимулирует внедрение в производство самых последних разработок в области 

науки. Внедрение инноваций на всех стадиях жизненного цикла товаров является ключевым направ-

лением повышения конкурентоспособности предприятий отечественной пищевой промышленности. 

Покупателей интересует не только качество продуктов питания, но и их питательные свойства, усло-

вия, в которых они произведены, транспортированы, осуществляется их хранение [3]. 

Повышение эффективности производства неизбежно связано с поиском и разработкой нового 

высокопроизводительного оборудования и новых технологий [1, 5]. Современные технологии и обо-

рудование, ориентированные на получение высококачественной продукции, должны в полной мере 

отвечать требованиям энерго- и ресурсосбережения, экологической безопасности, быть конкуренто-

способны как на внутреннем, так и внешнем рынке. Это возможно, если в их основе лежат прогрессив-

ные инновационные идеи.  

Аннотируемое учебное пособие «Инновационные технологии переработки сырья животного про-

исхождения» разработано в соответствии с программами высшего профессионального образования. 

Пособие состоит из введения, трех глав, приложения и библиографического списка. В первой 

части «Интенсификация технологических процессов» рассмотрено: физические (в т.ч. электрофизиче-

ские) и биохимические способы интенсификации; Обработка пищевых продуктов радиационным из-

лучением. Во второй части пособия «Инновационные технологические процессы, используемые при 

переработке сырья животного происхождения» изложены: экструзионная технология; биотехнологии; 

нанотехнологии; мембранные технологии; инновационные технологии производства  

авангардных мясопродуктов. В третьей главе рассматриваются вопросы рациональное использование 

сырья животного происхождения. 

Продуктовые инновации пищевой промышленности включают в себя разработку и производство 

экологически безопасных продуктов массового потребления; производство продуктов лечебно-профи-

лактического назначения с учетом современных медико-биологических требований; разработку про-

дукции для детей и особых групп населения. 

Технологические инновации включают ресурсосберегающие технологии, совершенствование 

технологических процессов с целью сокращения времени производственного цикла, совершенствова-

ние тары, упаковки и способов перевозок. 

В пособии рассмотрены технологические инновации, однако во многих случаях представленные ин-

новационные технологии тесно связаны с получением в итоге продуктов функциональной направленности. 

Таким образом, можно выделить основные направления в области инновационных технологий 

переработки продукции животного происхождения: 

1) Разработка ресурсосберегающих технологий: 

– рациональное использование вторичного и малоценного сырья (сыворотка, пахта, обезжиренное мо-

локо, отходы первичной переработки скота, коллагенсодержащее сырье, субпродукты 2 категории и т.д.); 

– технологии, позволяющие экономить энергетические ресурсы (например, ферментная обра-

ботка вторичного мясного сырья, СВЧ-обработка, обработка сырья ультразвуковыми волнами и т.д.). 

2) разработка технологий, позволяющих повысить выход продукта, улучшить его качество (мем-

бранные технологии, применение электрофизических методов обработки сырья и т.д.); 
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3) разработка высокоавтоматизированных и роботизированных  линий по переработке сырья, 

нового современного оборудования; 

4) применение современных пищевых добавок, способствующих улучшению качества продукта, 

повышающих его выход; 

5) применение современных упаковочных материалов и технологий по сохранению качествен-

ных показателей продукта в течение длительного времени. 
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В процессе эволюции многоклеточные организмы, от растений до человека, выработали многочис-

ленные механизмы защиты от инфекции. Врождённый иммунитет – наиболее эволюционно ранняя форма 

иммунного ответа из всех защитных механизмов. В отличие от адаптивного (приобретенного) иммунитета, 

основанного на распознавании структурных особенностей конкретных инфекционных агентов (антиген-

ных детерминант или эпитопов), врождённый иммунитет специализируется на детекции так называемых 

патоген-ассоциированных молекулярных паттернов, присущих большим группам микроорганизмов. 

Врожденный и приобретенный блоки иммунной системы тесно взаимодействуют друг с другом. Так, адап-

тивный иммунный ответ невозможен без участия системы врождённого иммунитета.  

В иммунных реакциях системы врождённой защиты принимают участие система комплемента, су-

персемейство скавенджер-рецепторов, пентраксины, лектины, сурфактантные белки, ферменты (лизоцим, 

лизосомные гидролазы), крупные антимикробные белки (лактоферрин, катепсин G), цитокины (интерфе-

роны, интерлейкины, хемокины), липидные медиаторы (простагландины, лейкотриены), активные формы 

кислорода и другие молекулярные факторы [1]. Наряду с перечисленными соединениями особую роль в 

защите организма от инфекции играют эндогенные антимикробные пептиды (АМП), продуцируемые по-

звоночными и беспозвоночными животными, растениями, грибами и бактериями.  

АМП выполняют как прямую эффекторную (антибиотическую, цитотоксическую), так и регуля-

торную (иммуномодулирующую) функции. Эффекторная функция АМП объясняется, как правило, их 

мембранотропными свойствами. Избирательность действия АМП может быть обусловлена различи-

ями в липидном составе и трансмембранном потенциале мембран организма-хозяина и клеток-мише-

ней. Установлено специфичное взаимодействие некоторых пептидов с компонентами клеточных мем-

бран патогенов. Некоторые АМП способны проникать через мембрану и воздействовать на внутрикле-

точные мишени. Наряду с антибиотической активностью АМП проявляют другие биологические свой-

ства, в том числе стимулируют хемотаксис нейтрофилов, макрофагов, дендритных клеток и деграну-

ляцию тучных клеток; влияют на индукцию синтеза цитокинов, выброс хемокинов и гистамина; участ-

вуют в регуляции регенерации тканей и ранозаживлении; увеличивают проницаемость сосудов и сти-

мулируют ангиогенез; связывают и нейтрализуют липополисахарид и другие токсины; ингибируют 

АКТГ-опосредованный стероидогенез и МСГ-индуцированный синтез альдостерона в надпочечниках. 

Исследование механизмов действия природных АМП показывает их роль в качестве эндогенных им-

муномодуляторов и открывает путь к пониманию закономерностей функционирования системы врож-

денного иммунитета.  

Комплексные исследования, проводимые в Учебно-научном центре ИБХ РАН, направлены на 

изучение механизмов антибиотического, противоопухолевого и иммуномодулирующего действия при-

родных АМП и их аналогов. Объектами изучения являются АМП растительного и животного проис-

хождения. Особое внимание уделяется рассмотрению особенностей строения, биосинтеза и биологи-

ческих функций АМП, пространственная структура которых представляет собой β-шпильку. Предста-

вители данного семейства АМП относятся к числу наиболее активных молекул животного происхож-

дения с антибиотическими свойствами [2]. В частности, в Учебно-научном центре ИБХ РАН детально 

изучаются структурно-функциональные характеристики представителей семейства β-шпилечных 

АМП ареницинов – катионных пептидов, выделенные из целомоцитов морского кольчатого червя 

Arenicola marina [3]. Молекулы ареницинов состоят из 21 аминокислотного остатка и стабилизируются 
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одной дисульфидной связью, образующей 18-членный макроцикл. Ареницины обладают выраженной 

активностью в отношении грамположительных и грамотрицательных бактерий, патогенных грибов и 

дрожжей даже в условиях высокой ионной силы. Целью проводимых исследований является создание 

прототипов новых лекарственных средств на основе ареницинов и других АМП, а также биотехноло-

гической платформы для их получения. АМП рассматриваются в качестве альтернативы конвенциаль-

ным антибиотикам, к которым быстро формируется резистентность возбудителей инфекционных за-

болеваний. Структурно-функциональное изучение АМП создает предпосылки для разработки и био-

технологического получения нетоксичных аналогов этих соединений с целью создания на их основе 

лекарственных средств нового поколения для практического применения в медицине и ветеринарии.  

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект № 14-50-00131). 
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ИЗУЧЕНИЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИБИОТИКА ТИЛОЗИНА МЕЖДУ НАТИВНОЙ 

КУЛЬТУРАЛЬНОЙ ЖИДКОСТЬЮ И БУТИЛАЦЕТАТОМ В ПРИСУТСТВИИ 

НЕОРГАНИЧЕСКИХ СОЛЕЙ. 

 

С.В. Антонова 1, Т.А. Воейкова 1, Б. В. Тяглов 1, А.А. Пушков1,  

К.В. Лобанов1, И.И. Малахова2, В.Д. Красиков 2 

 
1 ФГУП «ГосНИИгенетика», Москва, Россия  
2 НТЦ «Ленхром», Санкт-Петербург, Россия  

 

Было изучено влияние добавок хлорида и сульфата натрия, а также сульфата аммония на  

эффективность процесса экстракции тилозина из нативной культуральной жидкости (КЖ), содержа-

щей 5,0-6,0 г/л антибиотика (продуктивность промышленного штамма Str. fradiae).  

Концентрация солей варьировалась от 0,5 до 10,0% при соотношении объемов нативная  

КЖ (рН=8,0) : бутилацетат = 2:1. Установлено, что оптимальная концентрация сульфата (I) и хлорида (II) 

натрия является 5,0%, при этом KpI =11,7 и KpII =11,5. Однако, учитывая большую доступность и меньшую 

стоимость хлорида натрия, предпочтение было отдано именно этой соли.  

Количественное определение содержания ионов натрия в растворе осуществляли с помощью по-

тенциометрии, количественное содержание антибиотика в растворе определяли с помощью хромато-

денситометрии на ТСХ - пластинках «Сорбфил» (НТЦ «Ленхром»). 
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УДК 579.22 

 

ВЫДЕЛЕНИЕ АГГЛЮТИНИРУЮЩИХ БЕЛКОВ  

С ПОВЕРХНОСТИ МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ 

 

А.С. Долмашкина, О.О. Балашова, Е.А. Горельникова, Л.В. Карпунина 

 

ФГБОУ ВПО “Саратовский государственный аграрный университет имени Н.И. Вавилова”,  

Саратов, Россия 

 

Лектины – это белки, способные обратимо и специфично связываться с углеводными фрагмен-

тами гликоконъюгатов. Лектины находят широкое применение в различных отраслях биологии,  

ветеринарии, медицины. В связи с этим особое внимание уделяется функциональной роли лектинов. 

Среди лектинов бактериального происхождения наименее изученными являются лектины молочно-

кислых бактерий.  

Целью работы явилось выделение агглютинирующих белков из Lactobacillus delbrueckii ssp. bul-

garicus. Культура L. delbrueckii ssp. bulgaricus была получена из сухого порошка лиофилизированной 

бактериальной закваски болгарских палочек, используемых в России для производства йогуртов (Гос-

ударственное унитарное предприятие производственно - экспериментальный завод РАСН,  

г. Москва). Лактобациллы выращивали при 37 °С на синтетической среде А. Welman [1] в течение 3-х суток. 

Используя метод [2], применяемый нами ранее, с поверхности клеток L. delbrueckii ssp. bulgaricus были 

выделены агглютинирующие белки. Очистку белков проводили на колонке с помощью метода гель-

фильтрации, используя носитель Toyopearl HW-55. Белки элюировали 0,3М глициновым буфером 

(pH=3,0). Выход белковых фракций регистрировали на приборе Uvicord SII (LKB).  

Таким образом, в процессе исследований нами были выделены два белка, обладающие  

гемагглютинирующей активностью и проявляющие антимикробную активность в отношении  

Escherichia coli 01 и Lactococcus lactis B-1662. 
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УДК 577.114 

 

БИОТЕХНОЛОГИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ЭКЗОПОЛИСАХАРИДОВ 

 

Е. В. Лияськина, В. В. Ревин, М.И. Назаркина, А.О. Богатырева, М.В. Щанкин 

 

ФГБОУ ВПО " Мордовский государственный университет им. Н.П. Огарёва", Саранск, Россия 

 

В настоящее время производство бактериальных экзополисахаридов (ЭПС) является одной из пер-

спективных областей биотехнологии. Широкое применение нашли такие микробные полисахариды, как 

ксантан, гиалуроновая кислота, альгинат, леван, декстран, бактериальная целлюлоза и др. Они использу-

ются в медицине, фармацевтической, пищевой, химической и текстильной промышленности, в гидроме-

таллургии, технике, при добыче нефти и в ряде других областей народного хозяйства [7, 9]. В пищевой 

промышленности бактериальные ЭПС используются в первую очередь как стабилизаторы и загустители 
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различных продуктов. В фармацевтической промышленности они применяются для изготовления заме-

нителей плазмы крови, различных лекарственных форм. Многие бактериальные ЭПС обладают лечеб-

ным и профилактическим действием: повышают устойчивость организма к бактериальным и вирусным 

инфекциям, обладают противоопухолевой активностью, способствуют заживлению ран и регенерации 

тканей. Они имеют большой потенциал использования в медицине как биоматериал для тканевой инже-

нерии, создания раневых покрытий и трансдермальных терапевтических систем. Бактериальные ЭПС 

являются перспективным источником получения различных биокомпозиционных материалов.  

В последние десятилетия описано огромное количество бактериальных ЭПС. Изучены их строе-

ние, структура, биосинтез и свойства [7, 8]. Значительный прогресс достигнут в обнаружении новых 

полисахаридов промышленного назначения. 

На кафедре биотехнологии, биоинженерии и биохимии Мордовского государственного универ-

ситета в течение длительного времени проводятся исследования в области бактериальных ЭПС. Ра-

боты осуществляются совместно с ОАО «Биохимик», изготавливающим около 40% отечественного 

рынка декстрановых препаратов (полиглюкин и реополиглюкин). В коллекции микроорганизмов ка-

федры биотехнологии находятся 9 штаммов – продуцентов ЭПС - ксантана, декстрана, альгината, ле-

вана и бактериальной целлюлозы.  

Целью работы было получение высокопродуктивных штаммов продуцентов ЭПС. 

В результате селекции на основе естественной изменчивости и индуцированного мутагенеза по-

лучены высокопродуктивные штаммы бактерий Xanthomonas campestris, образующие ксантан в коли-

честве 25 – 26 г/л, Leuconostoc mesenteroides, образующие декстран в количестве 40-50 г/л, 

Gluconacetobacter sucrofermentans, образующие бактериальную целлюлозу в количестве 6 – 7 г/л [3].  

Подобраны оптимальные условия культивирования продуцентов: состав питательных сред, воз-

раст и количество посевного материала, температура и значения рН среды, обеспечивающие макси-

мальное накопление полисахаридов [1, 2, 4-6]. Изучены их физико-химические свойства.  

Работа выполнена при финансовой поддержке министерства образования и науки Российской 

Федерации в рамках базовой части госзадания, проект 2913 «Исследование условий получения новых 

продуктов и материалов из бактериальной целлюлозы». 
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УДК 616 

 

СОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОЙ СХЕМЫ СИНТЕЗА 

ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ ПРИ ПРОИЗВОДСТВЕ ПРЕПАРАТОВ ДЛЯ ГЕННОЙ 

ДИАГНОСТИКИ ОСОБО ОПАСНЫХ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ 

 

А.В. Степанов, Н.В. Майоров, А.К. Никифоров 

 

ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб», Саратов, Россия 

 

Своевременное обеспечение препаратами для генной диагностики опасных патогенов  

ПЦР-лабораторий ЦГСЭН является мощным и действенным фактором в деле обеспечения биологиче-

ской безопасности РФ. РосНИПЧИ «Микроб», являясь центром по генной диагностике особо опасных 

инфекций, производит препараты для их индикации. Важнейшими компонентами таких наборов явля-

ются олигонуклеотидные праймеры. С 2003 года успешно внедрена в практику производства биотех-

нологическая схема их синтеза. 

Каждый этап синтеза и используемые в нем растворы оказывают существенное влияние  

на количество и качество получаемых олигонуклеотидов. Поэтому нами постоянно проводятся иссле-

дования, направленные на повышение эффективности биотехнологической схемы синтеза, включаю-

щие подбор и оптимизацию состава реагентов. 

Целью настоящей работы было изучение влияния состава растворов для деблокирования, акти-

ватора, окислителя на количественный выход олигонуклеотидов. 

В результате проведённых исследований усовершенствована биотехнологическая схема  

синтеза, установлены оптимальные соотношения ингредиентов в используемых растворах и их  

концентрации, позволившие существенно увеличить количественный выход олигонуклеотидов и,  

соответственно, снизить затраты на изготовление препаратов для генной диагностики особо опасных 

инфекционных болезней. 

 

 

 

УДК 579.66 

 

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ СТАБИЛЬНОСТЬ АUREOBASIDIUM PULLULANS (D. BY), АRNAUD  

И ПРИМЕНЕНИЕ ШТАММОВ-ПРОДУЦЕНТОВ В ПРОИЗВОДСТВЕ 

 

Л.И. Клецко 

 

Военно-медицинская академия, Санкт-Петербург, Россия 

 

Вопрос о стабильности всегда возникает, когда речь идет о культурах-продуцентах биологически 

активных веществ, используемых в производстве. Генетическая стабильность, или устойчивость,  

микроорганизмов заключается в их способности воспроизводить исходные вещества в ряде генераций. 

Стабильные штаммы и другие внутривидовые варианты грибов, в отличие от нестабильных куль-

тур, реже изменяются по культурально-морфологическим, физиологическим, биосинтетическим и дру-

гим свойствам. При оптимальных условиях стабильные варианты сохраняют свои качества  

в течение длительного времени, а степень их изменчивости, или генетической стабильности, зависит 

от генотипа культуры и условий среды обитания. 

Некоторые виды рода Pullularia сохранялись в течение двух лет в анаэробных условиях  

и в течение 17 лет в лиофилизированном состоянии практически без изменения своих свойств  

при 100% выживаемости. 

В отличие от свежевыделенных штаммов, более стабильными являются музейные штаммы,  

сохраняющиеся в оптимальных условиях. Существование стабильных культур при выращивании и 
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хранении в неблагоприятных условиях непродолжительно. При высушивании клеток, например, сни-

жается общее содержание нуклеиновых кислот, разрушается некоторое количество преимущественно 

высокомолекулярной РНК. Дегидратация микробных клеток нарушает процессы репликации ДНК, мо-

жет привести к ее конформационным изменениям. Повреждение генетического аппарата,  

в свою очередь, может вызывать мутационные изменения. 

Степень стабильности и степень популяционной изменчивости генетически детерминирована. 

Нестабильность грибов в значительной мере обусловлена хромосомными аберрациями. Более часто 

встречается класс вариантов, возникающих вследствие делеций в каком-либо из дуплицированных сег-

ментов. Другой класс нестабильных вариантов образуется за счет тандемных дупликаций. У таких ва-

риантов происходят как делеции во вновь образующихся дупликациях, так и транспозиция этих дупли-

каций в нередуплицированные районы генов. При такой нестабильности, получившей название мито-

тического несоответствия, ядра могут не соответствовать друг другу по генотипу. Митотическое несо-

ответствие связано с нарушением репликации ДНК. Хотя явление митотического несоответствия и 

осложняет получение стабильных промышленных штаммов, оно может быть использовано для созда-

ния последних при условии дупликации хромосомного сегмента, содержащего желательные структур-

ные и регуляторные гены.  

Процессы митотической сегрегации и кроссинговера также играют большую роль в изменчиво-

сти и стабилизации штаммов. 

Следует обратить внимание и на адаптивную изменчивость грибов в экстремальных условиях.  

Что касается генетических механизмов адаптации, то предполагается, что последние происходят не путем 

изменения в структурных локусах, а посредством изменчивости регуляторных генов. Изменчивость в пре-

вращении гетерокарионов (неодинаковая интенсивность размножения ядер различных генотипов, их пере-

группировка и др.) также представляет собой один из основных механизмов адаптации грибов.  

Таким образом, использование в микробиологической промышленности не проверенных на генети-

ческую стабильность культур грибов осложняет их поддержание и хранение, что является одной из причин 

дефектных ферментаций. Следовательно, для обоснования методов селекции и поддерживающего отбора 

необходимо изучение закономерностей и механизмов устойчивости и спонтанной изменчивости. 

Объектами нашего исследования были культура Aureobasidium pullulans (D. BY), Arnaud, штамм 

8 и его четыре спонтанных варианта – продуценты оригинального экзоглюкана аубазидана, обладаю-

щего многими полезными свойствами.  

А. pullulans 8 является гетерогенной диморфной культурой. Популяционный состав при рассеве 

продуцента на чашках Петри с сусло-агаром через 6 суток культивирования при (251) оС был пред-

ставлен несколькими типами колоний, отличающихся друг от друга по размеру, цвету, способности к 

формированию воздушного мицелия: I морфологический тип, «светлобежевый»; II - «бежевый»; III - 

«черный»; IV - «белый»; V - «коричневый». В популяции штамма 8 колонии I морфологического типа 

встречались с частотой 62,25% и представляли собой основной морфологический тип. Колонии II-V 

типов можно рассматривать как морфологически измененные варианты, так как частота их появления 

значительно ниже (1,10 – 21,64) %. 

Для определения границ морфологической вариабельности культуру A. pullulans 8 рассевали на 

трех средах: сусло-агаре, агаре Сабуро и среде Лоддер и Крегер ван Ридж с добавлением 1,0% сульфата 

аммония. Популяционный состав продуцента зависел от состава питательной среды.  

Популяции вариантов A. pullulans штамма 8 также были гетерогенны и, в зависимости от состава 

питательной среды, состояли из нескольких типов колоний. При рассеве на сусло-агаре основным яв-

лялся вариант, определяющий название соответствующего морфологического типа.  

Естественная популяция штамма 8 характеризовалась высокой вариабельностью по биосинтезу 

аубазидана, коэффициент изменчивости равен 37,8%. Популяции исследуемых вариантов A. pullulans 8 

также обнаруживали значительный размах спонтанной изменчивости активности накопления аубазидана. 

Отмечена высокая, в сравнении с другими вариантами, стабильность культур «белого» варианта 

по морфолого-культуральным признакам при рассевах на средах различного состава, а также домини-

рование его клеток в процессе ферментаций ассоциации культур «белого» и «черного» вариантов на 

среде Чапека-Докса. Наше внимание привлекла также большая адаптационная способность, проявляв-
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шаяся при изменении состава ферментационной среды, и стабильность при сохранении на разных сре-

дах. Мы предположили существование некоторых отличий в генетическом аппарате у «белого» и 

остальных исследуемых вариантов и провели сравнение генотипов с помощью полимеразной цепной 

реакции с универсальным праймером 45 (УП ПЦР). При этом не было обнаружено различий между 

образцами ДНК исследуемых вариантов, что подчеркивает видовое сходство последних. 

Принимая во внимание тот факт, что в данном случае не было возможности получить доста-

точную информацию о качественном составе «общей» ДНК каждой из культур, в частности, о нали-

чии (или отсутствии) двухмикронной ДНК-плазмиды, локализованной в нуклеоплазме, мы сделали 

это косвенным путем. 

Предположив вероятность присутствия двунитевой ДНК у клеток «белого» варианта,  

была сделана попытка элиминировать плазмиду с помощью часто применяющегося для этой цели 

красителя акридинового оранжевого (АО), взятого в немутагенной для A. pullulans 8 концентрации – 

200 мкг/мл. 

Об эффективности обработки клеток АО судили по изменению морфолого-культуральных  

характеристик вариантов при рассевах обработанных АО культур на сусло-агаре и по изменению  

их способности к синтезу экзогликана. 

В результате исследования установлено, что обработка культур «белого» варианта АО привела 

к практически полному исчезновению клеток, формирующих колонии «белого» типа: при рассеве  

на сусло-агаре доля последних в популяции «белого» варианта составляла 0,73% по отношению  

к общему числу просмотренных колоний. Напомним, что соответствующая величина до обработки 

культур АО для «белого» варианта равнялась 87,50%. 

В целом же обработка культур АО привела к такому изменению соотношений клеток разных 

типов в популяции исследуемых вариантов, при котором доля клеток, формирующих колонии  

«бежевого» типа, оказалась максимальной, то есть к стабилизации A. pullulans по морфолого-культу-

ральным признакам. 

По результатам тестирования обработанных АО культур по признаку полисахаридообразования 

следует предположить, что синтез экзогликана у всех культур, за исключением «белого» варианта  

увеличен. Так, синтез полисахарида у обработанных АО «коричневого», «черного» и «бежевого»  

вариантов увеличился на 40%, 50% и 70% соответственно в сравнении с необработанными АО культурами, 

а у «белого» варианта, наоборот, снизился до 79,16% по отношению к контролю. 

Сохранение культур в течение 15 месяцев на сусло-агаре с добавлением АО при температуре 

+(4-5) оС не повлияло на эффект стабилизации A. pullulans 8 по морфологическим признакам: доля 

клеток, формирующих при рассеве на сусло-агаре колонии «бежевого» типа, составляла 80,41% 

для «черного», 74,45% для «бежевого», 93,32% для «белого» вариантов. При этом  

отмечалось некоторое снижение числа колоний карликового низкопродуктивного «коричневого» 

типа: от 18,54% до 12,37% для «черного» варианта; от 10,48% до 3,52% для «бежевого» и  

от 8,44% до 1,38% для «белого». 

Вместе с тем, способность к синтезу экзогликана уменьшилась у всех культур, за исключением 

«белого» варианта. 

Следует отметить, что увеличение количества «нативного» полисахарида, образуемого обрабо-

танными АО продуцентами, происходит за счет повышения синтеза экзогликана, а не вследствие при-

роста биомассы. Например, доля гликана для не подвергшегося обработке АО «черного» варианта 

равна 55,57% по отношению к «нативному» продукту, а для обработанного АО – 71,67%. То есть, в 

результате воздействия АО на продуцент выход экзополисахарида увеличился на 22,47%. 

Результаты проведенных исследований не могут дать однозначного ответа на наличие существо-

вания плазмидной ДНК у «белого» варианта A. pullulans шт.8, однако, такая возможность не исключа-

ется. Следует предположить, что данная культура содержит плазмиду, гены которой экспрессируются 

фенотипически и обеспечивают устойчивость клетки к неблагоприятным воздействиям внешней среды.    
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УДК 577.152.321  

 

ВЫБОР ОПТИМАЛЬНЫХ ПАРАМЕТРОВ ИММОБИЛИЗАЦИИ β-ФРУКТОФУРАНОЗИДАЗЫ 
 

О.Л. Мещерякова, О.Ю. Гойкалова, О.С. Корнеева 
 

ФГБОУ ВПО «Воронежский государственный университет инженерных технологий», Воронеж, Россия 
 
Актуальной задачей современной биотехнологии является разработка высокоэффективных пре-

паратов иммобилизованных ферментов, которые имеют ряд преимуществ перед свободными  
(нативными) ферментами: более высокую стабильность, возможность создания непрерывных и  
полунепрерывных автоматизированных процессов, способность к длительному функционированию 
полиферментных систем без экзогенных кофакторов и многократное их применение.  

Иммобилизация β-фруктофуранозидазы является весьма оправданной с целью получения гете-
рогенного биокатализатора, способного работать в непрерывном режиме в нескольких реакционных 
циклах. В связи с этим исследованы параметры иммобилизации β-фруктофуранозидазы на волокни-
стом ионообменнике ФИБАН А-6. 

Исследование влияния исходного значения рН среды на процесс иммобилизации  
β-фруктофуранозидазы, показало, что рН оказывает воздействие не только на стабильность ионооб-
менника, а также на эффективность иммобилизации. Наибольшая эффективность процесса иммобили-
зации наблюдалась при значении рН 4,0. Влияние температуры на процесс иммобилизации  
β-фруктофуранозидазы было исследовано в диапазоне значений от 15 до 40 °С. Установлено,  
что температура 22 °С является оптимальной для процесса иммобилизации. β-фруктофуранозидазу им-
мобилизовали адсорбционным способом путем погружения сорбента в водные растворы фермента раз-
личных концентраций (0,1-1,0 мг/см3). Исследование зависимости сорбции от времени контакта  
с носителем показало, что самые высокие значения сорбции наблюдались через 40 мин. В среднем  
1 г сорбента содержал 0,7 мг иммобилизованной β-фруктофуранозидазы, выход иммобилизованного 
фермента составил 68-71 % 

Исследована термостабильность иммобилизованной β-фруктофуранозидазы, установлено,  
что фермент проявляет максимальную активность при рН 4,0 и температуре 70 оС. Установлено,  
что иммобилизованная β-фруктофуранозидаза сохраняла до 70 % активности по сравнению со свобод-
ным ферментом. 

 
 

УДК 544.076.2:577.31 
 

ОЦЕНКА КОНКУРЕНЦИИ КИСЛОРОДА И МЕДИАТОРОВ ЭЛЕКТРОННОГО 

ТРАНСПОРТА КАК АКЦЕПТОРОВ ЭЛЕКТРОНОВ В УСЛОВИЯХ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ 

БИОТОПЛИВНОГО ЭЛЕМЕНТА НА ОСНОВЕ МЕМБРАННОЙ ФРАКЦИИ  

БАКТЕРИЙ GLUCONOBACTER OXYDANS 
 

С.В. Возчикова, С.В. Алферов, О.А. Герасимова 
 

ФГБОУ ВПО «Тульский государственный университет», Тула, Россия 
 

Биотопливный элемент (БТЭ) – это биотехнологическое устройство, способное генерировать элек-
троэнергию за счет окисления органических субстратов в присутствии ферментов или целых клеток мик-
роорганизмов, которые выступают в качестве биокатализатора. Микроорганизмы способны окислять 
широкий спектр соединений, что делает микробные топливные элементы весьма эффективным сред-
ством не только для производства электрической энергии, но и защиты окружающей среды от загрязня-
ющих веществ. Уксуснокислые бактерии Gluconobacter, обладающие особой метаболической системой, 
используются в пищевой промышленности и биотехнологии при получении биологически активных со-
единений. Эти бактерии нашли применение и при разработке БТЭ, биотопливом в которых могут слу-
жить отходы виноделия и других бродильных производств [1]. Однако энергетические параметры мик-
робных топливных элементов ниже, чем у БТЭ на основе ферментов. Применение мембранной фракции 
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бактерий G.oxydans, которые содержат широкий набор мембранных дегидрогеназ, сопряженных с ком-
понентами дыхательной цепи бактерий, является альтернативой индивидуальным ферментам и целым 
клеткам микроорганизмов и может обеспечить преимущества обоих типов биокатализаторов в БТЭ. Им-
мобилизация биоматериала на поверхности анода позволяет многократно использовать применяемый 
биокатализатор, что увеличивает долговременную стабильность БТЭ, а также способствует более быст-
рому и эффективному переносу электронов на электрод. Для аэробных бактерий G.oxydans, кислород 
является естественным конечным акцептором электронов, поэтому в присутствии искусственного акцеп-
тора электронов в анодном пространстве может наблюдаться конкуренция между ними [2]. Согласно 
ранее проведенным исследованиям конкуренции за электроны между этими акцепторами в условиях ра-
боты БТЭ на основе целых клеток уксуснокислых бактерий не наблюдается [3]. В этой работе исследо-
вали конкуренцию между кислородом и искусственными акцепторами электронов в при использовании 
мембранной фракции бактерий G.oxydans в качестве биокатализатора в анодном отделении БТЭ. 

Скорости восстановления кислорода мембранной фракцией бактерий G.oxydans определяли в си-
стеме: фоновый электролит, глюкоза, биокатализатор в суспендированном виде или иммобилизован-
ный непосредственно на электрод в присутствии и отсутствии медиаторов электронного транспорта - 
2,6-дихлофенолиндофенол, феназинметасульфат и гексацианоферрат калия (таблица 1).  

 
Т а б л и ц а 1 

Скорости восстановления кислорода в БТЭ на основе мембранной фракции G. oxydans 

Тип биокатализатора 
Скорость восстановления кислорода, нормирован-

ная на единицу биокатализатора, мкмоль/с·г 

Суспензия мембранной фракции (в присутствии медиа-
тора) 

2,1±0,3 

Суспензия мембранной фракции (в отсутствии медиатора) 2,10±0,02 

Иммобилизованная на аноде мембранная фракция бакте-
рий (в присутствии медиатора) 

0,024±0,002 

Иммобилизованная на аноде мембранная фракция бакте-
рий (в отсутствии медиатора) 

0,022±0,001 

 
Скорость восстановления кислорода в БТЭ суспензией мембранной фракции G.oxydans в 10 раз 

превышает значения, полученные для БТЭ на основе иммобилизованной мембранной фракции.  
Это объясняется тем, что окисление субстрата свободносуспендированным биокатализатором  
происходит во всем объеме анодной ячейки, в то время как иммобилизованный способен окислять суб-
страт и потреблять кислород только в приэлектродном пространстве. Независимо от типа биокатали-
затора скорость восстановления кислорода в БТЭ в случаях присутствия и отсутствия медиатора элек-
тронного транспорта практически не отличаются. Это свидетельствует о том, что, в рассматриваемой 
системе отсутствует конкуренция между кислородом и медиатором электронного транспорта при ак-
цепции электронов с восстановительных сайтов биокатализатора. 

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ (грант № 13-03-97514). 
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ И СВОЙСТВА П(3ГБ/4ГБ)  

С ВЫСОКИМ ВКЛЮЧЕНИЕМ ФРАКЦИИ 4ГБ 

 

О.Н. Виноградова 

 

ФГАОУ ВПО «Сибирский федеральный университет», Красноярск, Россия 

 

Природные полиэфиры – полигидроксиалканоаты (ПГА) – синтезируют прокариотические микро-

организмы в ходе сложного биосинтетического процесса. Наибольший интерес среди известных ПГА вы-

зывают сополимерные образцы. Связано это с тем, что в зависимости от состава и соотношения мономеров 

в ПГА их базовые физико-химические свойства изменяются в широких пределах [1]. Прежде всего, это 

относится к степени кристалличности, температурным показателям и удлинению при разрыве – парамет-

рам, которые определяют условия переработки полимеров и характеристики получаемых изделий. 

Природный штамм бактерий Cupriavidus eutrophus В10646 культивировали в гетеротрофных 

условиях, где в качестве основного углеродного субстрата использовали масляную кислоту, а в каче-

стве субстрата-предшественника для синтеза мономера 4-гидроксибутирата (4ГБ) –γ-бутиролактон. 

Варьируя концентрацию и время добавок получили П(3ГБ/4ГБ) с включением 4ГБ от 3 до 75 мол.% 

(таблица 1). С применением современных методов анализа в сравнительном аспекте исследованы фи-

зико-химические (молекулярная масса, степень кристалличности, температуры плавления и термиче-

ской деградации), физико-механические (модуль Юнга, напряжение при разрыве, удлинение при раз-

рыве) свойства сополимерных ПГА с различным соотношением мономеров. 

Т а б л и ц а 1 

Состав, физико-химические и механические свойства П(3ГБ/4ГБ) 

Состав ПГА, 

мол.% 
Тпл,

 

оС 
Тдегр, оС 

Cx, 

% 

Мв, 

кДа 
ПД E, MPa σ, MPa ε, % 

3ГБ 4ГБ 

100 0 178 295 76 920 2,52 2071,2 16,7 2,5 

63,7 36,3 169 287 21 435 3,37 13,3 1,7 43,5 

51,7 48,3 168 289 17 525 3,50 14,6 1,3 38,5 

46,5 53,5 170 290 36 732 4,28 94,8 4,9 41,5 

25,0 75,0 166 275 30 704 4,71 7,9 49,4 299,0 

Тпл. – температура плавления, Тдегр. – температура термической деградации, Сх – степень кристалличности, 

Мв – средневесовая молекулярная масса, ПД – полидисперсность, Е – модуль Юнга, σ – напряжение при разрыве, ε 

– удлинение при разрыве 

 

Таким образом, установлено, что сополимерные ПГА в сравнении с П3ГБ имеют значительно 

более низкую степень кристалличности и более низкие значения температуры плавления и термиче-

ской деградации. Пленки, исследованных сополимерных ПГА, имеют более высокие показатели проч-

ности и эластичности по сравнению с П3ГБ. 
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ОПТИМИЗАЦИЯ ФЕРМЕНТАТИВНОГО ГИДРОЛИЗА ФУКОИДАНА  
БУРЫХ ВОДОРОСЛЕЙ 

 

Ю.С. Новикова, Е.П. Анохина, О.С. Корнеева 
 

ФГБОУ ВПО «Воронежский государственный университет инженерных технологий», Воронеж, Россия  

 
Актуальным в настоящее время является разработка биотехнологии «минорного» сахара –  

фукозы. Фукоза является незаменимым углеводным компонентом иммуноглобулинов и выполняет 
важные функции во многих биологических процессах позвоночных, в том числе репродуктивных [1]. 
К тому же фукоза и ее полимеры обладают пребиотическим действием [2]. 

Фукоза встречается в природе в составе фукоиданов - полисахаридов бурых водорослей,  
которые являются наиболее доступным и недорогим растительным сырьем. Наилучшим источником 
фукоидана являются водоросли Fucus vesiculosis [3]. 

Для ферментативного получения фукозы проведена оптимизация гидролиза фукоидана бурых 
водорослей под действием иммобилизованной α-L-фукозидазы [4]. 

В результате исследований установлены оптимальные условия гидролиза фукоидана водорослей 
Fucus vesiculosis: дозировка фермента 6 ед/г, температура 50 ºС, рН 7,0, время гидролиза 5 ч. При таких 
условиях степень гидролиза фукоидана достигает 83-85%, что является хорошим показателем и показывает 
перспективность ферментативного гидролиза для получения фукозы из растительного сырья. 
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РАЗРАБОТКА МЕТОДИКИ ИММОБИЛИЗАЦИИ ФИЦИНА НА МАТРИЦЕ ХИТОЗАНА  
ДЛЯ СОЗДАНИЯ ИННОВАЦИОННЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ 

 
М.Г. Холявка1, В.А. Королева1, С.С. Ольшанникова1, А.Р. Каюмов2,  
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В области получения лекарственных препаратов, в состав которых входит хитозан и его производ-

ные, к настоящему времени в мировой и российской литературе накоплен значительный материал [1]. Хи-
тозаны являются сополимерами 2-амино-2-дезокси-β-D-глюкозамина и 2-ацетамидо-2-дезокси- 
β-D-глюкозамина. Молекулы хитозанов содержат гидроксильные и аминогруппы, их полимерная мат-
рица позволяет иммобилизовать ферменты, как внутри сетки, так и на ее поверхности [2, 3].  
Производные хитозанов характеризуются нетоксичностью, биоразлагаемостью, биосовместимостью и 
слабой иммуногенностью. 
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Фицин (КФ 3.4.22.3) – протеолитический фермент, выделенный из латекса растений рода Ficus. 
Энзим относится к сульфгидрильным протеиназам, имеет довольно широкую субстратную специфич-
ность и гидролизует казеин с большей скоростью, чем папаин и трипсин. 

Цель исследования состояла в разработке методики получения гетерогенного биокатализатора 
медицинского назначения на основе фицина, иммобилизованного на матрице хитозана. 

Анализ содержания белка в гетерогенных препаратах показал, что наибольшее количество фи-
цина (в мг на г носителя) при его концентрации в иммобилизационной среде 1 мг/мл сорбируется на 
кислоторастворимом высокомолекулярном хитозане при использовании фосфатного буфера с рН 8,0, 
трис-глицинового буфера с рН 8,3, боратного буфера с добавлением KCL с рН 9,0 и глицинового бу-
фера в диапазоне рН 8,6-10,5. Общая активность (в ед на мл раствора) гетерогенных препаратов оказа-
лась выше при использовании следующих буферов: глициновый 8,6 и трис-глициновый 7,5-8,3. Мак-
симальную удельную активность (в ед/мг белка, порядка 70 % активности свободного фицина) показал 
препарат, иммобилизованный при рН 8,6 в глициновом буфере; таким образом, мы считаем, что этот 
буфер при данном значении рН наиболее перспективен для адсорбции фицина на матрице кислоторас-
творимого высокомолекулярного хитозана. 

При сорбции на матрице среднемолекулярного хитозана максимальное содержание белка  
в гетерогенном препарате при концентрации фицина в иммобилизационной среде 1 мг/мл наблюдается 
при использовании фосфатного (рН 6,0) и глицинового (рН 8,6-10,5) буферов. Общая активность  
(в ед на мл раствора) и удельная активность (в ед/мг белка) гетерогенных препаратов оказалась выше 
при использовании следующих буферных систем: глициновый буфер с рН 8,6-10,5, ацетатный буфер с 
рН 5,8, боратный буфер с добавлением KCL с рН 9,0. По сочетанию степени сорбции и проценту со-
хранения каталитической активности оптимальным оказалось применение в качестве иммобилизаци-
онной среды глицинового буфера в диапазоне рН 8,6-10,5. 

Обязательным этапом разработки новых медицинских препаратов является проверка их мутагенного 
и цитотоксического действия. Мы протестировали генотоксичность фицина, предполагаемых носителей 
для иммобилизации, а также иммобилизованного фицина. Концентрация фермента составила  
10 мкг/мл, что соответствует превышению планируемой фармацевтической концентрации в 10 раз. Кон-
центрация хитозанов, а также хитозанов с иммобилизованным на них фицином составила 75 мг/мл, что 
соответствует планируемой фармацевтической концентрации. Установлено, что сам фермент, хитозаны и 
энзим, иммобилизованный на хитозанах, не продемонстрировали мутагенного действия в тесте Эймса. 
Также мы оценивали ДНК-повреждающую активность препаратов в SOS–хромотесте с использованием 
штамма Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002, несущего ген β-галактозидазы под контролем промотора 
umu-оперона. В данном тесте внесение ни одного из тестируемых образцов не приводило к повышению 
активности β-галактозидазы, следовательно, данные препараты не обладают генотоксичностью.  

Тестируемые соединения не приводили к снижению активности митохондриальной дегидроге-
назы по окислению MTS. Из этого следует то, что все они являются не токсичными и могут быть ис-
пользованы в качестве ранозаживляющих препаратов. 

Далее мы изучили влияние фицина, хитозанов и иммобилизованного фермента на морфологию 
клеток MCF7. Клетки исследовали путем фазово-контрастной микроскопии на 2 сутки инкубации с 
тестируемыми препаратами. В качестве контроля использовали азид натрия – высокотоксичное веще-
ство. В случае всех исследованных образцов не выявлено трансформации морфологии клеток, что 
можно трактовать как отсутствие их токсичности против клеток. 

Таким образом, нами была подобрана методика иммобилизации фицина на матрице кислоторас-
творимых среднемолекулярного и высокомолекулярного хитозанов, позволяющая сохранить  
до 70 % первоначальной каталитической активности фермента, проведена оценка гено- и цитотоксично-
сти получаемых ферментных комплексов, которая свидетельствует о возможности их применения  
в фармацевтической промышленности и медицине. 
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БАКТЕРИЦИДНЫЕ СВОЙСТВА УГЛЕРОДНЫХ НАНОТРУБОК 
 

Г.П. Шуваева, В.А. Небольсин, В.Н.Санин, И.М.Голев, А.В. Цубенко, Я.В. Токарева  
 

ФГБОУ ВПО «Воронежский государственный университет инженерных технологий», Воронеж, Россия  
 

В настоящее время активно проводятся исследования возможностей применения углеродных 
наноматериалов в биологии и медицине. Известно, что углеродные нанотрубки могут легко погло-
щаться клетками и поэтому могут выступать в роли переносчиков различных атомов и молекул, необ-
ходимых для лечения и диагностики заболеваний. Интенсивно исследуются не только терапевтические 
и диагностические применения нанотрубок, а также их токсичность и возможные вызываемые ими па-
тологии. Однако углеродные нанотрубки до настоящего момента еще находятся на ранней стадии ме-
дицинский разработки, эффективность и ограничения в их применении еще предстоит тщательно изу-
чить. Возможная токсичность этих материалов очень активно обсуждается. 

Нами были проведены исследования бактерицидных свойств многослойных нанотрубок, кото-
рые представляли собой наноразмерные нитевидные образования поликристаллического графита ци-

линдрической формы с внутренним каналом. Диаметр углеродных нанотрубок составлял 8150 нм, ка-

нала 48 нм, их длина от 2 мкм до 2 мм.  
Цель данной работы состояла в том, чтобы изучить влияние углеродных нанотрубок на жизне-

способность микроорганизмов различных таксономических групп.  
Объектами исследования были чистые культуры дрожжей, мицелиальных грибов и бактерий, по-

лученные из музея чистых культур кафедры биохимии и биотехнологии ВГУИТ: Saccharomyces cere-
visiae, Penicillium canescens, Bacillus subtilis, Escherichia coli. В эксперименте использовали смывы сте-
рильной водой с пробирок с чистыми культурами, выращенными на агаризованных средах (сусло-агар 
и мясопептонный агар). Суспензии клеток микроорганизмов смешивали с углеродными нанотрубками 
таким образом, чтобы в 1 см3 водной суспензии присутствовал 1 млрд. клеток или спор и 0,2 мг частиц, 
и выдерживали при комнатной температуре. По истечении 72 часов определяли число жизнеспособных 
клеток. Для этого в стерильные чашки Петри, соблюдая правила асептики, вносили 0,1 см3, 0,2 см3, 0,5 
см3 и 1,0 см3 суспензии и приливали по 20-25 см3 расплавленного и охлажденного до 45-46 ̊С мясопеп-
тонного агара. После застывания питательной среды посевы помещали в термостат, и инкубировали 
48ч при 35±2 ̊С. Результат рассчитывали как среднее арифметическое по четырём чашкам, выражая 
числом колонииобразующих единиц (кое) в 1 см3 исследуемой пробы. 

По результатам работы установлено, что после экспозиции в течение 72 ч количество  
жизнеспособных клеток бактерий рода Bacillus уменьшилась на 79%, Esherichia - на 62%, грибов рода 
Penicillium - на 47%, дрожжей Saccharomyces – на 40 %. В среднем снижение числа жизнеспособных 
прокариотических клеток составило 70,5 %, а эукариотических – 43, 5 %.  
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ЭКЗОПОЛИСАХАРИД STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS: 
УСЛОВИЯ ВЫДЕЛЕНИЯ И СВОЙСТВА 

 

Н.А. Фокина, Г.Т. Урядова, А.Ю. Тяпкин,С.Ш. Нурмаметова, Л.В. Карпунина 
 

ФГБОУ ВПО «Саратовский государственный аграрный университет им. Н. И. Вавилова», 
Саратов, Россия 

 
Микробные экзополисахариды получили широкое применение во многих отраслях деятельности 

человека [1]. Преимущество бактериальных ЭПС в относительной простоте получения вне зависимо-
сти от климатических условий, времен года и других факторов. Потребность в бактериальных ЭПС 
постоянно возрастает, поэтому изыскание и изучение новых источников ЭПС среди бактерий являются 
приоритетным направлением микробиологии и биотехнологии. 



Актуальная биотехнология 

№3 (14), 2015 

 
 

42 

Изучали экзополисахарид, выделенный из культуры Streptococcus thermophilus, полученной  
из лифилизированной бактериальной закваски термофильного стрептококка (ФГБНУ «Всероссийский 
научно-исследовательский институт молочной промышленности», г. Москва). Предварительно было 
установлено, что для максимального продуцирования ЭПС этой культуры наилучшим источником уг-
лерода являлась сахароза, а не глюкоза и лактоза. Поэтому наращивание биомассы проводили на среде 
A. Welman [2] с сахарозой в течение 24 часов при температуре 38 ºС на шейкере –инкубаторе при 
180 об/мин. Экзополисахарид выделяли по методу J. Cerning [3] в нашей модификации.  
Молекулярную массу определяли методом гель-фильтрации [4], которая составила 20000 Да. Кинема-
тическая вязкость 10 % водного раствора экзополисахарида была 1,23 мм2 /с. Низкое содержание белка 
ЭПС S. thermophilus (0.003 %), которое определяли по методу М. Bradford [5] свидетельствует  
о хроматографической чистоте полученного биополимера.    
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БИОЭЛЕКТРОКАТАЛИТИЧЕСКОЕ ОКИСЛЕНИЯ ГЛЮКОЗЫ  

КЛЕТКАМИ GLUCONOBACTER OXYDANS НА СТЕКЛОУГЛЕРОДНЫХ ЭЛЕКТРОДАХ  

В ПРИСУТСТВИИ МЕДИАТОРОВ ЭЛЕКТРОННОГО ТРАНСПОРТА 

 

Н.М. Носова, В.А. Алферов, Л.Д. Асулян 

 

ФГБОУ ВО «Тульский государственный университет» «Естественнонаучный институт», Тула, Россия 

 

Микробные топливные элементы (МТЭ) представляют собой устройства, которые используют 

микроорганизмы как катализаторы для генерации электричества. Исследование механизма процессов, 

протекающих на биоанодах, использованных в МТЭ, представляется актуальной задачей, поскольку 

это может служить фундаментальной основой при создании МТЭ медиаторного типа. В качестве од-

ного из методов исследования данных систем является вольтамперометрия. Целью настоящей работы 

являлось определение механизма биоэлектрокаталитического окисления глюкозы в присутствии меди-

аторов переноса электронов. 

Циклические вольтамперные зависимости (ЦВА) регистрировали в трёхэлектродной ячейке, со-

держащей фосфатный буфер, медиаторы переноса электронов (2,6 – дихлорфенолиндофенол 

(ДХФИФ) и метиленовый синий (МС)), глюкозу; индикаторный электрод – биоанод; электрод сравне-

ния – хлорсеребряный; вспомогательный – платиновый. Биоанод получали иммобилизацией бактерий 

Gluconobacter oxydans в химически модифицированный N-винилпирролидоном поливиниловый спирт 

на подготовленный стеклоуглеродный интеркалированный электрод [1]. Электрохимически актив-

ными веществами являлись ДХФИФ и МС различной концентрации, ЦВА получены для разных ско-

ростей развёртки потенциала.  

Схему и механизм биоэлектрокаталитического окисления глюкозы в присутствии медиаторов 

электронного транспорта можно представить следующим образом: 
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Рисунок 1 - Схема и механизм биоэлектрокаталитического окисления глюкозы на биоаноде с иммобилизованными 

бактериями Gluconobacter oxydans, в присутствии медиаторов переноса электронов. 

 

В ситуации, когда начальная концентрация медиатора низка, а глюкозы высока, кинетическое 

уравнение биоэлектрокаталитического окисления глюкозы в присутствии медиаторов сводится к псев-

допервому порядку. Первая часть уравнения описывает диффузию по закону Фика, а вторая – фермен-

тативную реакцию, соответствующую кинетике Михаэлиса-Ментен [2]. 
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В качестве проверки предложенного механизма биоэлектрокаталитического окисления глюкозы 

в присутствии медиаторов использовали выражение:  
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где il - предельный ток, генерируемый в системе биоанод – медиатор в присутствии глюкозы,  

i0
p – предельный ток, регистрируемый на ЦВА в системе биоанод – медиатор в отсутствии глюкозы,  

ν – скорость развёртки потенциала. 

Согласно этому уравнению, отношение токов от скорости развёртки потенциала в степени -½ 

является прямолинейной зависимостью. Полученные данные, обработанные в соответствующих коор-

динатах, представлены на рисунке 2. 
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Таким образом, методом циклической вольтамперометрии доказан предложенный механизм 

биоэлектрокаталитического окисления глюкозы при участии медиаторов электронного переноса 

ДХФИФ и МС на биоаноде, в котором целые клетки бактерий иммобилизовали на стеклоуглеродном 

электроде с помощью поливинилового спирта, модифицированного N – винилпирролидоном.  

Работа выполнена при поддержке РФФИ (грант № 13-03-97514) 
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Гликозидазы, осуществляющие гидролиз олиго- и полисахаридов, находят широкое применение 

в биотехнологии. Обладая строгой специфичностью действия, они дают возможность получать из  
сельскохозяйственного сырья продукты с заданными свойствами и высокой биологической ценностью.  

В качестве продуцентов гликозидаз используются микроорганизмы различных таксономических 
групп [1]. Наибольший интерес представляют дрожжи, способные синтезировать высокоактивные гид-
ролитические ферменты, обладающие способностью эффективно гидролизовать олиго- и полисаха-

риды. Нами установлено, что дрожжи Kluyveromyces marxianus Y-303 синтезируют -фруктозидазу, 
обладающую высокой инвертазной и инулиназной активностью. 

В работе представлены результаты исследования по получению высокоочищенного препарата  

-фруктозидазы из дрожжей K. marxianus, изучению его физико-химических свойств и субстратной 
специфичности действия. 

Дрожжи K. marxianus Y-303 выращивали в глубинных условиях на жидкой питательной среде сле-
дующего состава, %: пептон – 1,0; дигидрофосфат аммония – 0,8; фруктоза – 2; вода водопроводная; ис-

ходная величина рН питательной среды – 6,5; температура 25 С, продолжительность выращивания – 48 ч. 
Глубинное культивирование осуществляли в качалочных колбах объемом 500 см3, содержащих  
по 150 см3 питательной среды. Биомассу клеток отделяли центрифугированием при 4000-4500g 
 в течение 15-20 мин и несколько раз промывали физиологическим раствором и подвергали автолизу 

при температуре 40 С в течение 60 ч.  

-Фруктозидазу осаждали 96 % этиловым спиртом при содержании его в смеси 67 % и величине 
рН автолизата 5,0. Выход фермента по активности составил 95 %. Для получения высокоочищенного 
препарата использовали следующие стадии очистки: диализ против 20 мМ Трис-HCl-буфера рН 7,4, 
ионообменную хроматографию на DEAE-сефадексе, гель-хроматографию на TSK–DEAE–5PW и гель-

фильтрацию Sephacryl S-200 (Pharmacia, Швеция), используя набор молекулярно-весовых стандар-
тов. В результате 5 этапов очистки был получен гомогенный препарат со степенью очистки 144,9 раза 
и выходом по активности 75 %. Удельная активность фермента составила 2720 ед/мг. Методами  
Ds-Na-ПААГ-электрофореза и гель-фильтрации с использованием набора молекулярно-весовых  
стандартов установлено, что фермент является димером с молекулярной массой 260 кДа. Среди  
аминокислот, содержащихся в препарате преобладающими являются аспарагиновая и глютаминовая, 
что не отличается от известных дрожжевых инвертаз [2].  

Изучение физико-химических свойств очищенного препарата -фруктозидазы показало, что макси-

мальную инвертазную активность 10032 ед/мг фермент проявлял при температуре 50 С и величине рН 4,0, 
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инулиназную 1100 ед/мг – при 55 С и рН 5,0. Наибольшую стабильность фермент проявлял при величине 

рН 4,0 и температурах 30-40 С. В процессе кислотной и термической инактивации отношение инули-
назной активности (I) фермента к инвертазной (S) не всегда является постоянной величиной. 

Субстратную специфичность действия -фруктозидазы исследовали при температуре 40 С,  
в качестве субстратов использовали сахарозу, раффинозу, стахиозу, инулин, леван («SIGMA»). Значения 
констант Михаэлиса (Km) и максимальных скоростей гидролиза различных субстратов под действием  

-фруктозидазы были определены экспериментально с помощью метода двойных обратных единиц  
по Лайнуиверу-Берку из графика в координатах 1/S и 1/V. Данные, представленные в табл. 1, свидетель-

ствуют о том, что -фруктозидаза K. marxianus способна расщеплять как -2,1, так и -2,6-фруктозидные 
связи в олиго- и полисахаридах. 

Т а б л и ц а 1 

Значения кинетических параметров -фруктофуранозидазы 
K. marxianus Y-303 при гидролизе различных олигофруктозидов 

Субстрат Концентрация субстрата, мМ Km, мМ Vm, мМ/мин на 1 мг белка 

Сахароза 0–40 40 142840 

Раффиноза 0–30 83,3 100000 

Инулин 0–4,0 100 50000 

Стахиоза 0–27 28,6 50000 

Леван 0–6 мг/см3 25 мг/см3 3333 
 

Следует отметить активность -фруктозидазы K. marxianus по отношению к левану, так как мно-
гие инулиназы не гидролизуют данный полисахарид [1]. Способность гидролизовать любой субстрат 

с -фруктозидной связью не является очевидной особенностью каждой -фруктозидазы. Известны, напри-
мер, инвертазы, не способные гидролизовать инулин, и инулиназы, не действующие на сахарозу [3,4].  

Из литературы известно, что инулиназой считается фермент, имеющий коэффициент I/S больше 
10-2, а инвертазой – меньше 10-4 [5]. Наибольшее сродство выделенный нами фермент проявлял  
по отношению к инулину: Km к инулину составляла 14,7 мМ, а к сахарозе – 29,2 мМ, отношение  
I/S - 0,03. Wang J.H с соавторами [6] изучали инулиназу дрожжей рода Kluyvermyces, имеющую Km по 
инулину и сахарозе 13,3 и 62,6 мМ соответственно, отношение I/S – 0,04.  

Анализ литературных данных показал [1-8], что для истинных инулиназ Km к инулину в основ-

ном меньше 1 мМ, Km известных инвертаз по сахарозе варьирует от 2 до 67 мМ. Для -фруктозидазы 
K. marxianus Y-303 величина Km по сахарозе сопоставима с литературными данными, к инулину –  
превышает известные [5-8]. Кроме того, данный фермент имеет высокую молекулярную массу,  
характерную для инвертаз [2]. 

Чтобы отличить инулиназу от инвертазы используют другой критерий - отношение констант kcat/Km: 
если деление значения kcat/Km при гидролизе ферментом инулина на значение kcat/Km при расщеплении са-
харозы дает число меньше 1, то фермент считается инвертазой, если больше 1 – инулиназой [5]. Для  

-фруктозидазы K. marxianus Y-303 данное значение меньше единицы и равно 0,14. Таким образом, выде-

ленная нами дрожжевая -фруктозидаза относится к инвертазам (К.Ф. 3.2.1.26) с низкой специфичность. 
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ПИТАТЕЛЬНАЯ СРЕДА ДЛЯ ИНТЕНСИВНОЙ КУЛЬТУРЫ ДИАТОМОВОЙ  

ВОДОРОСЛИ CYLINDROTHECA CLOSTERIUM (EHRENB.) REIMANN ET LEWIN –  

ПЕРСПЕКТИВНОГО ОБЪЕКТА БИОТЕХНОЛОГИЙ 

 

С.Н. Железнова, Р.Г. Геворгиз, Н.И. Бобко, А.С. Лелеков  

 

ФГБУН Институт морских биологических исследований им. А.О. Ковалевского РАН, Севастополь, Россия  

 

Диатомовые водоросли являются перспективным источником биологически активных веществ, 

таких как полиненасыщенные жирные кислоты, полисахариды, витамины, каротиноиды и др. Среди 

многих видов диатомовых водорослей особый интерес в последнее время представляет C. сlosterium, 

поскольку обладает рядом уникальных свойств: содержание фукоксантина достигает 78 % от общего 

количества каротиноидов (Peng et al., 2011), что в пересчете на сухую массу составляет 1,7 %; 

cодержание жирных кислот достигает 40 %, из них от общего содержания жирных кислот 22 % поли-

ненасыщенные жирные кислоты (Dunstan et al., 1994).  

Для культивирования C. closterium традиционно используют питательную среду F (Guillardet al., 

1963, Affan, 2009, Brouwer et al., 2002). Питательная среда F является обедненной по многим биоген-

ным элементам, поэтому максимальная плотность культуры C. closterium достигает 7,2±0,02´104 клеток 

на 1 мл (Affan, 2009), что по нашим данным примерно составляет 0,1 – 0,2 г/л. Поэтому использование 

питательной среды F не дает возможности получать и исследовать плотные культуры C. closterium в 

лабораторных условиях. В литературе практически отсутствуют сведения о потребностях C. сlosterium 

в таких биогенных элементах как азот, фосфор и др. Также в литературе не встречаются питательные 

среды для интенсивной культуры C. сlosterium. 

Цель работы – на основе экспериментально определенных величин потребности в азоте, в фос-

форе и кремнии разработать новую питательную среду для C. сlosterium и исследовать продукционные 

характеристики в плотной накопительной культуре. 

В работе использовали диатомовую водоросль Cylindrotheca closterium (EhrenbERG) Reimann et 

Lewin из коллекции культур микроводорослей Л. А. Ланской (ИнБЮМ, г. Севастополь).  

Культуру C. сlosterium выращивали при постоянной температуре 20 ± 1○С, в режиме накопитель-

ного культивирования в фотобиореакторах плоскопараллельного типа с рабочим объёмом 2 л, слоем 

5 см, при круглосуточном освещении лампами ЛБ-40 (средняя освещённость рабочей поверхности – 

13,25 клк).. В процессе выращивания культуру барботировали воздухом (0,5 л воздуха на 1 л культуры) 

посредством компрессорной установки. Эксперименты проводили при рН = 8 – 9 (Pedersen, 2003). 

Плотность культуры определяли прямым взвешиванием сырой биомассы C.сlosterium в полипро-

пиленовых пробирках на аналитических весах (CAUY-120 с абсолютной погрешностью 1 мг) после 

осаждения клеток центрифугированием (3000 об/мин в течении 2-х минут). Для пересчета полученных 

данных на сухую массу использовали экспериментальный коэффициент связи между сухой и сырой 

биомассой (k = 0,1). Для определения сухой массы водорослей навески высушивали до постоянного 

веса в течение 24 ч при 105 ○С (Сиренко и др., 1975). 

Долю азота и фосфора в биомассе C. сlosterium определяли посредством стандартных гидрохи-

мических методов (Методы …, 1988) после сжигания биомассы в муфельной печи (550 ± 25 °С).  

Массовую долю железа определяли методом, описанном в работе (Шарль, 1965). Для определения 

доли кремния в биомассе использовали метод атомно-абсорбционной спектрофотометрии.  

Для выявления величин потребностей C. сlosterium в азоте, фосфоре и кремнии при накопитель-

ном культивировании был проведён химический анализ биомассы (см. табл. 1). Затем, учитывая соот-

ношение долей азота, фосфора и кремния в биомассе C. сlosterium была составлена питательная 

среда (RS), которая использовалась для экспериментальной оценки потребностей C. сlosterium в азоте, 

фосфоре и кремнии. Для этой цели, последовательно лимитируя рост плотности культуры  

(Liebig, 1847), исследуемыми биогенными элементами при учёте начальной концентрации в питатель-

ной среде и инокуляте, а также величины максимальной плотности накопительной культуры в стаци-

онарной фазе роста были рассчитаны величины потребности C. closterium для единицы биомассы.  
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Т а б л и ц а  1 

 Химический состав диатомовой водоросли Cylindrotheca closterium 

 

На основе анализа проведённых экспериментов мы пришли к выводу о том, что для кремния и 

фосфора истинная и наблюдаемая потребности совпадают.  

По результатам экспериментов для азота истинная и наблюдаемые потребности не совпадали, 

поскольку для биосинтеза единицы биомассы наблюдалось некоторое избыточное потребление азота. 

Величина потерь азота в накопительной культуре C. closterium в разных экспериментах не оставалась 

постоянной, в среднем, как и у других видов водорослей (Дробецкая, 2005), потери составляли 10%. 

В культуральной среде азот может находится в органической форме вследствие биосинтеза 

экзометаболитов (Staats et al., 1999) или в неорганической в результате деятельности сопутствующей 

микрофлоры (Дробецкая, 2005, Лелеков, 2009). По нашим в культуральной среде в стационарной фазе 

роста C. closterium органический азот составляет 64% от валового. Такая же ситуация наблюдаются и 

при культивировании других видов микроводорослей (Дробецкая, 2005). 

В отличие от кремния и фосфора в культуре C. closterium азот, по-видимому, является 

невозвратным субстратом, либо время его повторного вовлечения в биосинтетические пути велико. 

Это утверждение основано на том, что при лимитировании роста C. closterium азотом 

продолжительность стационарной фазы роста мала, наблюдается агглютинация клеток (рисунок 1). 

В таблице 2 приведён состав питательной среды RS в расчете на максимальную плотность 1 г сухой 

биомассы C. closterium. В наших экспериментах при пропорциональном увеличении концентраций 

биогенных элементов в питательной среде плотность культуры достигала 5 г/л. Пример накопительной 

кривой роста на концентрированной питательной среде (5RS) представлен на рисунке 1.  

 

 
Рисунок 1 - Динамика плотности культуры C. closterium при пятикратном увеличении концентрации биогенных 

элементов питательной среды RS. Максимальная плотность культуры 4,6. г/л. Максимальная продуктивность 

1 г/(л × сут).  

 

 

 

Макро 

элементы 

Содержание в биомассе, г∙кг-1 Микро 

элементы 

Содержание в биомассе, 

мг∙кг-1 

Кремний 38,20±0,01 Кобальт 11,00±1,11 

Азот 64±0,10 Марганец 75,00±2,75 

Фосфор 16,6±0,10 Цинк 75,0±6,20 

Железо 45±0,02 Медь 30,00±1,98 



Актуальная биотехнология 

№3 (14), 2015 

 
 

48 

Т а б л и ц а  2 

Состав питательной среды RS. 

 

Анализ накопительной кривой роста, представленной на рисунке 1 показал, что максимальная 

продуктивность культуры C. closterium наблюдалась в первые трое суток эксперимента и составляла  

1 г∙л-1∙сут-1. Затем продуктивность снижалась до 0,45 г∙л-1∙сут-1 вследствие светового лимитирования роста.  
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Компонент Навеска, г·л-1 

1. NaNO3 0,388 

2. NaH2PO4 × 2H2O 0,041 

3. Na2SiO3× 9H20 0,386 

4. Na2EDTA 0,872 

5. FeSO4 × 7H2O 0,005 

6. CuSO4 × 5 H2O 0,0002 

7. ZnSO4 × 7 H2O 0,00044 

8. CoCl2 × 6 H2O 0,0002 

9. MnCl2 × 4 H2O 0,00036 

10. NaMoO4 × H2O 0,00012 
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2The University of Danang, Danang city, Vietnam 
 

1. Introduction 
Surimi is a form of protein product that is made from fresh fish by removing head, intestine, washing and 

separating mechanically eatable pulp parts out of the skin and bones. After the pulp is ground, it is washed, purified, 
separated water and lipid, mixed with other food ingredients and processed into simulation products [1]. Currently, 
Danang (Vietnam) has many plants that process surimi products to meet domestic and export demand. In the man-
ufacturing process, lipid must be completely separated from surimi because technically requirement. The lipid that 
is discarded will go into the wastewater treatment system of the plant and is quickly hydrolyzed and is rancid; as a 
result, it is unable to be used as food for human or feed for animal. 

A promising direction is to utilize lipid in surimi wastewater to produce biodiesel. In this study, the 
authors aim at identifying quality norm of lipid in surimi wastewater, and producing immobile enzyme lipase 
that uses Fe3O4nano-particles used to perform transesterification in the process of biodiesel manufacturing 
from aforementioned lipid materials. 

2. Materials and methods 
Lipid materials are sampled at BacDau limited liability company (Danang city) and stored at a temper-

ature of 50C (t=50C) to serve related experiments. 
Chitosan, Fe3O4 nanoparticles are manufactured at the Laboratory of Biotechnology - Danang university 

of science and technology: Chitosan is produced from dried shrimp shells that are ground by chemical methods 
[2]; Fe3O4 nanoparticles are prepared from FeCl2.4H2O and FeCl3.6H2O salt solution with appropriate concen-
tration and Fe2+: Fe3+=2:1 rate equals 2/1 (Fe2+: Fe3+=2:1). The solution is stirred for 600 rev / min for 30 
minutes at room temperature. Drop 1M NaOH solution slowly until pH=10, then stop. Reaction continues to 
be carried out at a temperature of 80 0C for 30 minutes [3]. After that, centrifuge the solution at a temperature 
of 250C (t=250C) with the speed of 3000 rev / min for 15 minutes, remove liquid part and collect residue. The 
residue is quickly dried at a temperature of 800C and kept in a vacuum environment. 

The "Fe3O4-chitosan" is synthesized by dissolving 0.5 g of chitosan in 50 ml of 0.2 M acetic acid, stirring 
mixture vigorously for 30 minutes at room temperature. Then adding 3g Fe3O4 into solution mixture, continu-
ing to stir for 1 hour. The Fe3O4-chitosanthat is collected is strong magnetic and freeze-dried [3]. 

Lipase enzyme is immobile on magnetic "Fe3O4-chitosan" microparticles. The process is done through 
aldehyde (glutaraldehyde) bridge. Lipase enzyme that has amine group (-NH2) can create crosslinking with 
one end of aldehyde of glutaraldehyde and the remaining aldehyde will link with the amine group (-NH2) of 
"Fe3O4-chitosan" microparticles. 

Determinating the ability to bind of lipase to Fe3O4-chitosan” particle by measuring concentration of 
remaining protein (free lipase enzyme) in the reaction mixture by Bradford method after splitting "Fe3O4-
chitosan-lipase" enzyme. 

3. Conclusions 
3.1. Results of monitoring lipid quality collected from the surimi wastewater  
The indicators which are used for evaluating lipid quality include acid value, saponification indicator, esterifi-

cation indicator, iodin number and they are determined by titration method [4]. Results are presented in Table 1. 
The data in Table 1 shows that acid value and saponification indicator are high, comparing them with 

the reference in SanPin 2.3.2.1087.01 [5], we can see that lipid collected from surimi wastewater is not suitable 
for use as food for human or feed for animal. In contrast, acid value and Iodin number are high that may 
facilitate the implementation of transesterification in biodiesel production. 
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T a b l e 1 
 Indicators of lipid quality collected from the surimi wastewater 

Indicators Result Unit 

Acid value (Ax) 12,53 mgKOH/g 

Saponification indicator (xP) 21,04 mgKOH/g 

Esterification indicator (Es) 8,51 mgKOH/g 

Iodin number (Iv) 30,32 gI2/100g 
 

3.2. Results of Fe3O4 particles manufacture and surveys of its magnetic properties. 
After Fe3O4 is manufactured, it is diffractive X-ray in XRD-D5005-Bruker (Germany) diffraction equip-

ment at the Institute materials sciences academy of science-and technology Vietnam (Vietnam), using X-ray 

wavelength from K¬α radiation of Cu is: Cu=1,54056 A0 (see Figure 1). Results of Figure 1 show that the 
diffraction peaks that correspond to the surfaces (440), (333), (422), (400), (220), (311) are separated clearly. 
From that result, it is concluded that the main composition of analysis sample is Fe3O4. 

 

 
Figure 1 - X-ray diffraction of Fe3O4 

 
Figure 2 - Magnetic curve of Fe3O4

 

To determine magnetism of Fe3O4 nanoparticles, the authors has used vibrating magnetometer -VSM. 
Measurement results are presented in Figure 2. that The Fe3O4 sample has MH = 65 (emu/g), He = 4.12 (oe). 
The results show that Fe3O4 particles have super-paramagnetic properties. After Fe3O4 nanoparticles are cov-
ered with chitosan (chitosan- Fe3O4) with M (H) = 40.8 (emu), He = 1.3 (oe), they are also super-paramagnetic 
properties. The survey has important significant when collecting enzyme for reuse after enzymatic reactions 
based on paramagnetic properties. 

3.3. Results of lipase enzyme attachment on " Fe3O4-chitosan". 
Ability to attach enzyme lipase on " Fe3O4-chitosan" particle are indirectly evaluated through the con-

centration difference of protein (enzyme) in the reaction mixture of enzyme attachment before and after reac-
tion between “Fe3O4-chitosan” and lipase through glutaraldehyde linking bridge for 3 hours at a temperature 
of 350C and pH = 5. Protein content is determined by Bradford method based on color reaction with Coomassie 
Brilliant Blue G-250. The results show that the ability to attach enzyme lipase on "Fe3O4-chitosan" particle is 
72.5- 80.2% in comparison with the original free enzyme. 

The catalysis activity of "Fe3O4-chitosan-lipase" immobile enzyme is determined by the improvement 
Ota-Yamuda method [6]. The results showed that the activity of " Fe3O4-chitosan-lipase" enzyme reduce by 
25-30% in comparison with the initial free enzyme lipase activity which has experimented on olive oil sub-
strate, the determined value is 80-83 units / mg enzyme. 

4. Results and discussion 
In this study the authors have successfully made Fe3O4 –chitosan-lipase bycreating horizontalcovalent 

bonds, immobile enzyme that operates about 80-83 units / mg enzyme. The authors will conduct the next 
investigation into catalysis of immobile enzyme lipase on the lipid substrate collected from lipid surimi 
wastewater, and strive to produce biodiesel. 
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В настоящее время активно проводятся исследования, направленные на изучение процессов получе-

ния наночастиц металлов и их солей методом биосинтеза с использованием микроорганизмов. Биологиче-
ский метод получения наночастиц осуществляется при нормальной температуре, давлении и без использо-
вания токсичных веществ, что выгодно отличает биотехнологические методы от физико-химических спо-
собов получения наночастиц. Объектами иccледований по биосинтезу наночастиц являются бактерии, 
грибы и микроводоросли, так как они обладают природной способностью восстанавливать и окислять ряд 
различных субстратов и легко культивируются в промышленных масштабах. Микроскопические грибы яв-
ляются хорошими кандидатами на применение их в реакциях биосинтеза наночастиц. Это объясняется их 
высокой природной устойчивостью к солям тяжелых металлов и возможностью выдерживать значитель-
ные концентрации солей без снижения жизнеспособности клеток.  

В настоящей работе проанализирована представительная коллекция микроскопических гри-
бов, продуцентов ксилоглюканаз, по способности к образованию наночастиц сульфида серебра 
(Ag2S) методом микробиологического синтеза. Интерес к получению наночастиц Ag2S связан с его 
полупроводниковыми свойствами, химической стабильностью и низкой токсичностью по отноше-
нию к живым организмам. Ag2S широко используется в оптоэлектронных устройствах, особенно в 
форме нанокристаллов и квантовых точек. Перспективно применение Ag2S как квантовых точек в 
медицине для визуализации сосудов и тканей.  

Штаммы были предоставлены Всероссийской коллекцией промышленных микроорганизмов 
(ВКПМ). На способность к образованию наночастиц исследованы следующие представители микроско-
пических грибов: Acremonium murorum, Fusarium avenaceum, Fusarium sambucinum, Sporotrichum 
thermophile, Thielavia terrestris 144, Thielavia terrestris 244, Trichoderma longibrachiatum, Образование на-
ночастиц Ag2S в миллимолярном растворе солей азотнокислого серебра (AgNO3) и тиосульфата натрия 
(Na2S2O3) происходило в присутствии вышеуказанных штаммов. Показано, что все исследуемые штаммы 
с различной эффективностью образуют наночастицы Ag2S в двухкомпонентной системе солей. Размеры 
наночастиц варьируют от 5 до 20 нм. Форма наночастиц, в основном, сферическая. Наночастицы ста-
бильны в водных суспензиях в течение нескольких месяцев. Установлено, что эффективность образова-
ния наночастиц зависит от состава жидких питательных сред, используемых для выращивания мицели-
альной биомассы штаммов. Состав сред должен обеспечивать интенсивный рост мицелия, при этом уро-
вень синтеза ксилоглюканаз на данных средах может значительно снижаться. Подобраны оптимальные 
составы сред для культивирования штаммов, обеспечивающие эффективный синтез наночастиц. Для 
ряда термофильных штаммов показана зависимость эффективности образования наночастиц от темпера-
туры инкубации мицелия в реакционном растворе солей. Показано, что наиболее эффективно образова-
ние наночастиц Ag2S происходит при использовании штаммов Fusarium avenaceum, Fusarium 
sambucinum, Sporotrichum thermophile. 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке РФФИ (грант № 13-04-00220) и 
Программы Президиума PАН (№ 24). 
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ТЕРМОСТАБИЛЬНЫХ МУТАНТОВ ЛИПАЗ 
 

М.С. Кондратьев, А.В. Кабанов 
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В процессе хозяйственной деятельности человека, а также в ходе реализации производствен-

ных циклов на предприятиях многих отраслей промышленности постоянно образуются различные 

формы загрязнителей липидной природы (жиры, масла - в том числе отработанные), которые чрезвы-

чайно трудно поддаются естественному разложению. Между тем, многие живые системы обладают 

биокатализаторами (ферментами-липазами), которые отвечают за эффективное расщепление жиров. 

Ферментативный лизис имеет несомненные преимущества по сравнению с химическим разложением; 

такие технологии могут находить применение в целом ряде отраслей – химической (производство сти-

ральных порошков), текстильной, пищевой, а также в медицине. Однако массовому внедрению липаз 

мешает их высокая стоимость и «капризность» ферментов в условиях повышенных температур, кото-

рые сопровождают многие технологические процессы. Именно поэтому внедрение биоинженерных, 

модифицированных ферментов, лишенных многих недостатков своих природных аналогов, открывает 

путь к повышению эффективности расщепления жиров и удаления отходов на производствах, а также 

к существенной экономии средств (например, при сокращении расходов на охлаждение оборудования, 

где за счет повышения температуры происходит ускорение процесса расщепления жиров). В настоя-

щее время проблема глубокого изучения свойств нативных и иммобилизованных препаратов липоли-

тических ферментов и разработка научно-обоснованных подходов к их применению является актуаль-

ной в теоретическом и практическом отношении. 

В нашей работе при помощи современных методов высокопроизводительных вычислений изу-

чены стабильность и конформационная динамика бактериального фермента-липазы LipA, его мутантов, 

а также близкого гомолога, фермента CLE, субстратом которого являются пластмассы на основе поли-

молочной кислоты. Методика увеличения термостабильности малых глобулярных белков, на которой 

основывается данное исследование, была разработана в нашей лаборатории [Khechinashvili et al.] и ак-

тивно развивается на мощностях основанного нами малого предприятия. В 2010-15гг. достоверность ме-

тодики была улучшена при помощи наиболее современных методов вычислительной химии, основанных 

на распределенных вычислениях по технологии CUDA [Kondratyev et al.]. В результате анализа резуль-

татов молекулярной динамики нативных липаз и их мутантов нами определены аминокислотные 

остатки, точечные замены которых могут заметно повысить термостабильность изучаемых ферментов, 

не ухудшив при этом их активность. Сейчас метод реализован в виде программного продукта и активно 

калибруется – для направленного мутагенеза практически любого малого глобулярного белка. 
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В настоящее время прогресс в развитии науки, техники, здравоохранения, экологии и других 

сфер человеческой деятельности не представляется возможным без внедрения в них нанотехнологи-
ческих разработок.  

Нанотехнологии — технологии, направленные на создание и использование нанообъектов и наноси-
стем с заданными свойствами и характеристиками, размеры компонентов которых не превышают 100 нм. 

Бионанотехнологии (нанобиотехнологии, биомедицинские технологии) — междисциплинарная область 
естественных наук, которая изучает принципы создания и механизмы функционирования биологических 

наноразмерных систем с целью применения в биотехнологии, медицине, промышленности, а также воздей-

ствие наноматериалов и наноструктур на биологические объекты и процессы.Сферой применения нанотех-
нологий в практической медицине является наномедицина. Наномедицина занимается разработкой методов 

диагностики, контроля, адресной доставки лекарств, восстановления и реконструкции систем организма 
человека с использованием наноструктур и наноустройств.  

Наиболее важными направлениями бионанотехнологии и наномедицины являются создание новых 
наноразмерных лекарственных средств и разработка систем адресной доставки лекарств, методов молеку-

лярной визуализации на основе наночастиц, систем диагностики in vitro и in vivo, нанотехнологических 
методов терапевтического и хирургического назначения, тканевой инженерии и регенеративной медицины. 

Нанотехнологии в настоящее время в основном представлены наночастицами и наноматериа-
лами, содержащими наночастицы. Наночастицы определяются как объекты или устройства, размеры 

которых, по крайней мере, в двух измерениях лежат на наномасштабе (как правило, менее 10 нм), и 
которые обнаруживают новые свойства, физические, химические или биологические, либо изменяют 

свойства макроматериалов вследствие своего размера.  Свойства вещества на наномасштабе отлича-
ются от свойств макроматериалов вследствие проявления квантовых эффектов и огромных значений 

соотношения площади поверхности частиц к единице объема материала.  
В основе создания современных терапевтических и диагностических средств лежит использова-

ние наночастиц, на основе которых создаются «мультифункциональные системы», включающие лекар-

ственные вещества, средства визуализации очагов патологии и компоненты, обеспечивающие эффек-
тивную доставку наночастиц в клетки— и ткани—мишени. Наиболее важные свойства наночастиц для 

их биомедицинского применения: малые размеры (1—100 нм), высокая удельная поверхность, наличие 
большого числа функциональных групп на поверхности, избыточная свободная поверхностная энер-

гия, высокие величины напряженности электростатического поля у поверхности.  
Использование наночастиц в качестве платформ для создания терапевтических и диагностиче-

ских средств позволяет направлять доставку лекарственного вещества в очаги патологии, подбирать 
оптимальную дозу препарата, пролонгировать его действие, применять нерастворимые в воде препа-

раты, препараты с низкой биодоступностью, нестабильные и токсичные соединения.  
В настоящее время основными направлениями исследований, свзяанных с разработкой лечебно-

диагностических средств на основе наночастиц и их медицинским применением, является создание 
препаратов для диагностики и терапии вирусных и онкологических заболеваний человека. 

Активная доставка или адресация терапевтических и диагностических средств на основе нано-
частиц к клеткам— и тканям—мишеням обеспечивается путем присоединения к наночастицам «моле-

кулярного адреса» (лиганда), связывающегося со специфическими рецепторами целевых клеток (ак-
тивное нацеливание), либо путем использования модифицированных наночастиц, чувствительных к 

действию химических и физических факторов — рН, температуре, свету, ультразвуку, магнитному 

полю (внешнее нацеливание). 
Под термином «функционализация наночастиц» понимают присоединение к ним лекарственных 

соединений, средств визуализации очагов патологии, агентов, препятствующих опсонизации наноча-
стиц и их элиминации компонентами крови (биосовместимых гидрофильных полимеров), лигандов, 
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взаимодействующих с рецепторами клеток—мишеней (антител, пептидов, аптамеров, углеводных 

остатков, олигонуклеотидов, витаминов). 
Основные типы наночастиц, использующихся для биомедицинского применения: липосомы, ви-

русные наночастицы, собственно наночастицы (наносферы и нанокаспулы), дендримеры, наночастицы 
на основе неорганических веществ, углеродные наночастицы. 

Липосомы— однослойные или многослойные везикулы (пузырьки) с внутренней полостью, 
ограниченные двуслойной липидной мембраной. Созданы рН-чувствительные, термочувствительные, 

светочувствительные липосомы, эхолипосомы, магнитолипосомы, освобождающие капсулированные 
лекарственные препараты и биологически активные вещества в условиях изменения уровня рН, темпе-

ратуры, действия УФ- и видимого света, ультразвука, магнитного поля.  Иммунолипосомы получают 
путем конъюгации липосом с моноклональными антителами или их фрагментами для обеспечения ад-

ресной доставки к клеткам—мишеням.  
Вирусные наночастицы — белковые структуры, сформированные на основе вирусных капсидов. 

Вирусные наночастицы могут быть представлены непосредственно вирусными наночастицами, содер-
жащими молекулы нуклеиновой кислоты и способными к инфицированию, и вирусоподобными части-

цами, представляющими собой вирусный капсид и не способными к инфицированию. Вирусные нано-

частицы имеют одинаковые размеры, способны к самосборке в гомо— и гетерологичных системах, 
стабильны, устойчивы к действию физико-химических факторов, могут быть «функционализированы» 

путем генетических и химических модификаций внешней и внутренней поверхностей вирусного кап-
сида, поверхностей субъединиц капсида в области их контактов.  

Собственно, наночастицы — твердые коллоидные частицы диаметром менее 1 мкм, которые 
имеют вид наносфер или нанокапсул, образованные природными и синтетическими полимерами, ли-

пидами, белками, неорганическими соединениями. 
Дендримеры — наночастицы с контролируемыми размерами от 1,1 нм, представляющие собой 

синтетические полимеры со строго регулируемыми расходящимися в стороны от центрального ядра 
ветвями мономерных субъединиц. 

Неорганические наночастицы используются в диагностике для визуализации и маркирования па-
тологических очагов в организме. Квантовые точки — неорганические полупроводниковые наноча-

стицы, флуоресцирующие в широком дипазоне длин волн в зависимости от размеров частицы. Широ-
кое применение получили наночастицы на основе оксидов железа, обладающие суперпарамагнитными 

свойствами и использующиеся для диагностики и терапии опухолей. Золотые наночастицы применя-
ются для диагностики, лучевой терапии, химиотерапии, гипертермии, фотодинамической терапии опу-

холей. Наночастицы серебра, оказывающие бактерицидное, фунгицидное, антивирусное действие, ис-

пользуются в медицине в виде покрытий имплантируемых устройств, дезинфицирующих фильтров. 
Фуллерены — каркасные углеродные структуры, молекула которых имеет вид замкнутой си-

стемы атомов, образованных сочетанием пятичленных и шестичленных циклов. Углеродные нано-
трубки — каркасные цилиндрические однослойные (одностенные) или многослойные (многостенные) 

углеродные структуры, имеющие вид полых замкнутых оболочек, диаметром от одного до нескольких 
десятков нанометров и длиной от одного микрометра до нескольких миллиметров. На основе фуллере-

нов разрабатываются средства для рентгенодиагностики и магнитно-резонансной томографии, терапии 
опухолевых заболеваний. Углеродные нанотрубки, обладающие высокой механической прочностью, 

гибкостью, биосовместимостью, способностью обеспечивать направленный рост и стимуляцию кле-
ток, перспективны в тканевой инженерии в качестве каркасного материала и создания биодеградируе-

мых имплантов при регенерации тканей.  
Для выяснения механизмов лечебно-диагностического действия наносомальных медицинских 

средств необходимо исследовать процессы поступления, распределения, выведения наночастиц в орга-
низме, особенности их взаимодействий с биомолекулами и клеточными структурами. 

Наночастицы в основном поступают в организм через кожу, дыхательную систему, желудочно-
кишечный тракт. Распределение наночастиц в организме зависит от их гидродинамического размера, 

поверхностного заряда, типа материала, из которого они изготовлены.  

В биологической среде на поверхности наночастиц может образоваться «корона», состоящая из 
биомакромолекул, преимущественно белков, которая влияет на физические свойства, взаимодействие 

с клетками—мишениями и биологические эффекты наночастиц. 
Наночастицы могут проникать в клетки в основном по механизму эндоцитоза, путем диффузии, 
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через дефекты в плазматической мембране. Механизмы проникновения наночастиц в клетки зависят от 

свойств наночастиц (заряда, размера, формы, способности к агрегации), особенностей клеток (наличия 
специализированных структур, обеспечивающих тот или иной тип захвата частиц), микроокружения 

наночастиц (наличия компонентов, модифицирующих поверхность наночастиц). 
Наночастицы способны инициировать повреждения плазматических и внутриклеточных мем-

бран, пролиферацию клеток, нарушения клеточного цикла, цитоскелета клеток, структурно-функцио-
нальных свойств белков и нуклеиновых кислот, изменения интенсивности метаболических процессов, 

функционирования сигнал-трансдукторных систем клетки, уровня экспрессии генов, запускать апопто-
тический и некротический типы гибели клеток. В основе токсических эффектов действия наночастиц 

на клетки лежат генерация свободных радикалов, растворение и высвобождение токсичных ионов ве-
щества наночастицы. 

Наночастицы способны аккумулироваться в окружающей среде и пищевых цепях, изменять про-
цессы жизнедеятельности различных организмов.  

Эти обстоятельства обусловливают необходимость проведения комплексных исследований, 
направленных на выявление механизмов действия наночастиц на биологические объекты различного 

уровня организации, их биодоступности и биобезопасности, оценки возможных экологических и био-

логических рисков для каждого типа наночастиц. 
Биомедицинское использование наночастиц невозможно без решения целого ряда проблем, свя-

занных со стандартизацией медицинских препаратов на основе наночастиц, их токсичностью, эффек-
тивностью доставки к клеткам-мишеням, сопоставимостью экспериментальных данных, полученных 

в условиях in vitro (в том числе на клеточных линиях), на уровень целого организма. 
Итак, не вызывает сомнений тот факт, что наночастицы являются перспективной основой созда-

ния современных диагностических и терапевтических препаратов для лечения социально значимых 
патологий человека. Однако в настоящее время это интенсивно развивающееся направление бионано-

технологических разработок находится в основном на этапе исследования биологических свойств раз-
личных типов наночастиц и механизмов их модифицирующего действия на клетки и их компоненты. 
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РЕДАКТИРОВАНИЕ ГЕНОВ ФОТОРЕЦЕПТОРОВ У МИКРОВОДОРОСЛИ  
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ФГБУ Петербургский институт ядерной физики им. Б.П.Константинова, Санкт-Петербург, Россия 

 

Одноклеточная эукариотическая микроводоросль Chlamydomonas reinhardtii (хламидомонада) - 

популярный модельный организм в фундаментальных и прикладных исследованиях. На протяжении 

последних десятилетий водоросль активно используется для выяснения механизмов фоторецепции и 

регуляции фотоповедения. Известно, что ключевыми фоторецепторными белками являются родоп-

сины – активируемые светом хромопротеиды, которые передают сигналы с использованием трансдук-

торов или работают как ионные каналы или насосы. Фотовозбуждение родопсинов приводит к генера-

ции трансмембранных электрических токов, деполяризации клеточной мембраны, которая при опре-

деленном пороговом уровне приводит к открытию кальцевых каналов во флагеллах и изменению 

направления их движения. К настоящему времени у хламидомонады обнаружено 12 родопсинов, не-

которые из которых являются многодоменными белками, включающими домены, участвующие в пе-

редаче сигнала (Luck et al., 2012). Функции большинства родопсинов неизвестны. Предполагается, что 

фотоповедение в основном определяется регулируемыми светом ионными каналами Сhannelrhodopsin 

1 и 2 (СHR1, CHR2). Для выяснения функций фоторецепторных белков в клетке необходимо направ-

ленно выключать или модифицировать гены. В настоящее время при изучении роли родопсинов в ос-

новном используется метод подавления экспрессии генов по механизму селективной РНК-интерфе-

ренции. С использованием этого подхода показано, что родопсины Cop1 и Cop2 не являются фоторе-

цепторами, ответственными за фототаксис или фотофобный ответ (Fuhrmann et al., 2001). Интересно, 

что эти белки кодируются одним генным транскриптом, альтернативный сплайсинг которого регули-

руется светом. Функции белков Cop1 и Cop2 в клетке предстоит выяснить. Изменение соотношения 

ионных каналов СHR1 и CHR2 с помощью РНК-интерференции показало, что эти родопсины главным 

образом ответственны за фотофобный ответ и не оказывают прямого влияния на фототаксис (Nagel et 

al 2003). Новейшими инструментами для редактирования геномов являются сайт-специфические цинк-

пальцевые (ЦП) эндонуклеазы. В настоящее время эти ферменты успешно используются для редакти-

рования геномов у млекопитающих, рыб, растений, насекомых, а также некоторых микроорганизмов. 

В 2013 году мы показали, что ЦП нуклеазы активны в клетках хламидомонады, и с их помощью инак-

тивовали ген CHR1 (Sizova et al., 2013) у штамма СС-4350. ЦП нуклеаза специфичная к участку гена 

CHRI 4699-4722 п.н. была сконструирована нами на основании информации из опубликованной базы 

данных цинк-пальцевых модулей ZiFit. Причиной инактивации гена послужили структурные измене-

ния, индуцированные репарацией ДЦР как посредством мутагенной негомологичной рекомбинации, 

так и путем гомологичной рекомбинации с внесенным в клетку фрагментом гена CHR1, модифициро-

ванным вставкой (58 п. н.) или делецией (228 п.н.). К сожалению, клетки полученных мутантов непо-

движны и   непригодны для изучения фотоповедения. Для получения подвижных мутантов мы изучили 

штаммовую зависимость активности ЦП нуклеазы и выяснили, что лучшим реципиентом является 

штамм СС-3403. Результаты показали, что для этого штамма характерна более низкая частота гомоло-

гичной рекомбинации с донорной ДНК, чем у штамма СС-4350. Количество гомологичных рекомби-

нантов по встроенному в хромосому модельному гену aphVIII(ChR1) у штамма СС-3403 примерно в 5 

раз ниже, чем у штамма СС-4350. Гомологичные рекомбинанты по гену CHR1 у данного штамма по-

лучить не удалось. Ген CHR1 у штамма СС-3403 был инактивирован в результате встраивания фраг-

мента гена бета-лактамазы (282 п.н) по месту двунитевого разрыва ДНК посредством негомологичной 

рекомбинации. Полученный мутант СС-3403-RR6-9 будет использован для изучения фототаксиса, а 

также факторов, влияющих на генный таргетинг у Chlamydomonas. Мы предполагаем сконструировать 

ЦП нуклеазы специфичные ко всем генам фоторецепторов и создать коллекцию мутантов для изучения 

фотоповедения у хламидомонады. 

Работа поддержана грантом РФФИ 14-04-92694 ИНД_а 
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Случаи разливов нефти и ее производных, к сожалению, нередки. В первую очередь это касается 

утечек при транспортировке, а также различных аварий во время нефтедобычи. От этих явлений ощутимо 
страдает земельный фонд, кроме того, утечки приводят к тяжелым загрязнениям водных ресурсов, что ска-
зывается на всех элементах пищевых цепочек, принадлежащих к биоценозам – вплоть до влияния на здо-
ровье человека. Физическое устранение нефтепродуктов, сбор нефтяных пятен на открытых пространствах 
– эффективно, но очень затратно – когда речь идет о разливах на площадях в сотни квадратных километров; 
особняком стоят утечки в пересеченной местности, когда сбор пленок физически невозможен. В этом слу-
чае оказывается необходимым применение реактивов, многие из которых представляют собой ПАВ или 
же активные химические агенты – и те, и другие оказывают негативное воздействие на окружающую среду. 
В качестве выхода из сложной ситуации, ожидаемо, было предложено использование ферментов, биоката-
лизаторов белковой природы, безвредных для окружающей среды. Их применение возможно, как в виде 
растворов, так в составе определенных штаммов микроорганизмов, синтезирующих и продуцирующих та-
кие ферменты. При любом из вариантов использования ферментных катализаторов оказывается важным 
придание их нативным молекулам дополнительной высокой стабильности и понижение их способности к 
агрегации – это достижимо либо при помощи методов селекции микроорганизмов («направленная эволю-
ция», что очень долго и дорого), либо путем направленного конструирования молекул ферментов, на ос-
нове методов биоинформатики и компьютерного моделирования. Наш проект посвящен второму способу 
модификации – на основе наших оригинальных научных разработок. 

Несколько лет назад в Лаборатории структуры и динамики биомолекулярных систем ИБК РАН был 
предложен новый механизм повышения термостабильности малых глобулярных белков – при этом  
повышается и стабильность этих белков при нормальных условиях и заметно снижается их способность  
к агрегации. Объектами исследования выступили ферменты нафталин-1,2-диоксигеназа и салицилатгид-
роксилаза, которые являются главными энзимами, участвующими в пути деградации нафталина и его про-
изводных (большей части компонентов нефтепродуктов). Мы совместно использовали методы классиче-
ской протеомики (выравнивание аминокислотных последовательностей, реконструкция по гомологии)  
и новейшие методы компьютерного моделирования (квантовая химия, молекулярная динамика, молеку-
лярный докинг субстратов), что позволило провести эффективный целенаправленный поиск вида и места 
одной или нескольких точечных замен в аминокислотной последовательности ферментов. Это дает воз-
можность уже на этапе теоретического анализа достоверно предсказывать расположение узловых мест, 
влияющих на термостабильность конструируемых ферментов. Нашими коллегами планируется синтез ре-
комбинатных белков, с последующей экспериментальной проверкой их активности и термостабильности. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23027869
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23027869
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Онкологические заболевания – одна из самых острых проблем современной медицины. Еже-
годно такой диагноз ставится миллионам людей. Разработкой новых методов лечения злокачественных 
образований заняты сегодня не только медики, но биологи, химики и биофизики. 

Борьба со злокачественными образованиями ведется различными методами. Отдельное место в 
этой борьбе занимает химиотерапия. Она основана на использовании лекарственных препаратов, 
направленных на подавление быстро делящихся злокачественных клеток. Однако кроме лечебного эф-
фекта, эти препараты в большинстве случаев повреждают и здоровые клетки. Поэтому применение 
химиотерапии может приводить к тяжёлым побочным последствиям. Но, как показали ранее проведен-
ные исследования, токсичность используемых препаратов можно уменьшить, используя их в сочета-
нии с другими веществами [1]. Именно поэтому проводится всестороннее изучение совместного дей-
ствия различных лекарственных препаратов с различными цитотоксичными агентами.  

Типичным представителем цитостатических препаратов, используемых в химиотерапии, явля-
ется митоксантрон (новатрон, NOV).  По структуре молекула новатрона является модифицированным 
аналогом антибиотиков антрациклинового семейства и в целом проявляет несколько меньшую, чем 
антрациклины, противоопухолевую активность. Однако побочные эффекты кардиотоксичности NOV 
существенно снижены по сравнению, например, с дауномицином, что предполагает перспективность 
более широкого применения антибиотика в клинической практике.  

NOV, тем не менее, обладает рядом побочных эффектов, что ограничивает его применение.  
Проведенные ранее исследования позволяют предположить, что имеются вещества, в частности 

кофеин (CAF), позволяющие уменьшить токсичность цитостатических препаратов в случае совмест-
ного с ним применения [1]. 

 Кофеин уменьшает цитотоксическое действие бромистого этидия [2] и ряда антиопухолевых 
препаратов, таких как доксорубицин и его аналоги. В работах [3-5] сделан вывод о том, что на молеку-
лярном уровне кофеин выступает в роли комплексообразователя-интерцептора ароматических биоло-
гически активных веществ, которые связываются с ДНК путем интеркаляции, тем самым уменьшая их 
эффективную концентрацию и соответственно фармакологическую активность.  

Об эффективности совместного применения NOV и CAF можно будет судить после дополни-
тельных всесторонних исследований, частью которых и является данная работа. 

Цели работы: 
1. Исследовать воздействия NOV на функциональное состояние ядер клеток буккального  

эпителия человека.  
2. Исследовать совместное действие NOV с CAF на функциональное состояние ядра клеток  

буккального эпителия человека. 
3. Сравнить эффект, произведенный на ядра клеток новатроном в отдельности и эффект его  

совместного действия с CAF.  
Материалы и методы. Экспериментальный материал – клетки буккального эпителия человека. 

Объектом исследования выступали их интерфазные ядра.  
Для проведения эксперимента производился отбор клеток у трех доноров А, В, С. Доноры неку-

рящие, женского пола 20 и 22 лет. Клетки помещали в буферный раствор следующего состава: 3,03 мМ 
фосфатный буфер, рН = 7,0 с добавлением 2,89 ммоль хлорида кальция. 
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Эксперимент состоял из следующих этапов: 

1. Исследовалось воздействие NOV на функциональное состояние ядер клеток буккального  

эпителия человека. 

2. Исследовалось влияние CAF на биологическую активность NOV в клетках буккального  

эпителия человека. 

Для оценки функционального состояния ядер использовалась методика оценки количества гра-

нул гетерохроматина в ядрах – КГГ [6]. Исследование процесса гетерохроматинизации позволяет оце-

нить изменения функциональной активности клеточного ядра [7,8,9]. 

Состояние хроматина в ядрах клеток исследовалось путем подсчета количество гранул гетеро-

хроматина. Величина КГГ в каждом варианте эксперимента определялась в 30 ядрах. По отклонению 

полученного в опыте значения от контрольного значения КГГ делался вывод о среднем значении КГГ.  

Результаты эксперимента.  

Первый этап эксперимента включал в себя исследование воздействия NOV на ядра клеток буккаль-

ного эпителия человека при различных концентрациях и временах экспозиции. Рассматривался диапазон 

концентраций от 2.95·10-8 моль/л до 0.788·10-4 моль/л.  Время варьировалось от 30 минут до двух часов.  

Максимальный биологический эффект наблюдается при концентрации NOV равной 2.95·10-8 моль/л 

и времени экспозиции 1.5 часа. На рисунке 1 для примера представлена диаграмма временной зависи-

мости показателя КГГ при концентрации NOV 2.95·10-8 моль/л для одного донора А. При временах 

экспозиции 1 час и 1.5 часа существует статистически значимая разница отклонения показателя КГГ 

относительно контрольного образца.  

 
Рисунок 1 – Временная зависимость показателя КГГ при концентрации NOV равной 2.95·10-8 моль/л. 

 

Для всех доноров данная зависимость носит схожий характер. 

Результаты второго этапа эксперимента представлены на рисунке 2. 
 

 
Рисунок 2 – Показатель КГГ в клетках буккального эпителия при постоянной концентрации NOV 

(2.95·10-8моль/л) и различных концентрациях CAF.  
 

Примечание к рисунку 2: В легенде позитивный контроль обозначен «NOV» – образец, содержащий только 

NOV в концентрации 2.95·10-8моль/л. Указанные в легенде концентрации – концентрации CAF в образцах, со-

держащих NOV в одной и той же концентрации 2.95·10-8моль/л. 
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Анализ полученных результатов показал, что для всех доноров при постоянной концентрации 
новатрона (2.95·10-8 моль/л) с увеличением концентрации CAF в образцах наблюдалось постепенное 
снижение показателя КГГ относительно позитивного контроля (образец, в котором клетки взаимодей-
ствовали только с NOV). Наблюдалась обратная зависимость между показателем КГГ и концентраци-
ями CAF, т.е. с увеличением концентрации CAF в образцах показатель КГГ уменьшался относительно 
позитивного контроля (рис.2). 

Наиболее важным является то, что при сравнении результатов первого и второго этапов экспери-
мента, можно заключить, что совместное действие NOV с CAF носит совершенно иной характер, чем 
воздействие на ядра клеток только NOV. С увеличением концентрации CAF биологическая активность 
новатрона в ядрах клеток буккального эпителия человека снижается (значение КГГ для образцов с мак-
симальной концентрацией CAF примерно такое же, как для контрольного образца). Следовательно, 
можно предположить, что существует непосредственное взаимодействие молекул исследуемого препа-
рата с молекулами CAF, которое снижает биологический эффект, производимый NOV на ядра клеток, 
что косвенно согласуется теорией интерцепторно-протекторного действия, т.е. интерцепторно-протек-
торный механизм взаимодействия в системах «NOV-CAF-ДНК» проявляется на клеточном уровне.  
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С помощью микроорганизмов можно получать наночастицы металлов, сульфидов и оксидов ме-

таллов различной формы и размера. Процессы бактериального синтеза наночастиц идут при низких 
температурах в водных растворах, без применения токсических веществ, при этом образуются наноча-
стицы с узким распределением по размеру, не агрегирующие в суспензиях. Однако механизмы бакте-
риального синтеза наночастиц полностью не выяснены.  

Настоящая работа направлена на выяснение механизма образования наночастиц сульфида сере-
бра (Ag2S) в растворе солей азотнокислого серебра (AgNO3) и тиосульфата натрия (Na2S2O3) с помо-
щью электрогенной бактерии Shewanella oneidensis MR-1. С помощью бактерий рода Shewanella  по-
лучены наночастицы золота [1], серебра и сульфида серебра [2 - 4], палладия [5], оксидов урана [6].  

Нами показано, что при наличии живых клеток S. oneidensis MR-1 в реакционном растворе 
AgNO3 и Na2S2O3 образуются стабильные наночастицы (7.8±1.5 нм),  сферической формы [4]. Тепловая 
инактивация клеток приводит к прекращению образования наночастиц.  Однако оказалось, что живые 
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клетки не играют решающей роли в формировании наночастиц. Наночастицы образуются при исполь-
зовании клеток, разрушенных ультразвуком, мембранной фракции клеток, менее эффективно в при-
сутствии цитоплазматической фракции [7]. Эти данные ставят под сомнение роль клеток S. oneidensis 
MR-1 как активных редукторов Na2S2O3 в двухкомпонентной системе солей. Показано, что в отсут-
ствии клеток в растворе солей  AgNO3 и Na2S2O3 происходит химический синтез сульфида серебра и 
образуется нерастворимый осадок, состоящий из агломерированных наночастиц.  При наличии клеток 
Shewanella  в таком же растворе солей биополимеры бактерий служат центрами нуклеации при росте 
наночастиц Ag2S. Зрелые наночастицы сохраняют связь с бактериальными белками, которые стабили-
зируют их в суспензии. Впервые с поверхности наночастиц выделены и идентифицированы декагем-
ные цитохромы внешней мембраны  - MrtC и OmcA, а так же мембранный  белок порин - MrtB. Роль 
клеток S. oneidensis MR-1 как активных редукторов Na2S2O3 в данной двухкомпонентной системе со-
лей, по-видимому, не является главенствующей. 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке РФФИ (грант № 13-04-00220) и 
Программы Президиума PАН (№ 24). 
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Разнообразие форм пространственной организации молекулы дезоксирибонуклеиновой кис-

лоты (ДНК), основного носителя генетической информации, является одним из важных факторов в 

эволюционном процессе, так как это во многом определяет ее биологические функции и оказывает 

существенное влияние на эффективность взаимодействия ДНК с биологически активными соедине-

ниями. Вторичная структура нуклеиновых кислот существенно зависит от их первичной структуры 

и свойств окружающей среды [2]. 

В работе проведен сравнительный анализ экспериментальных значений химических сдвигов необ-

менивающихся протонов дезоксиолигонуклеотидов, характеризующихся различным составом, последо-

вательностью оснований в цепи и вторичной структурой. Рассмотрены самокомплементарные двухспи-

ральные последовательности дезоксиолигонуклеотидов различной длины: пять тетрануклеотидов  

(5’-d(ACGT), 5’-d(AGСT), 5’-d(GCGC), 5’-d(CGCG), 5’-d(TGCA)), три гексануклеотида (5’-d(CGTACG), 

5’-d(CGCGCG), 5’-d(TACGTA)) и октануклеотид 5’-(GACATGTC). Несамокомплементарные последо-

вательности представлены тетрамерами 5’-d(AAGC), 5’-d(CTGA), 5’-d(CGAA), 5’-d(GAAG) и дезокси-

гептануклеотидом 5’-d(GCGААGC), способным образовывать шпилечную структуру в растворе.  

На основании сравнительного анализа были построены диаграммы (рисунки 1,2), иллюстрирую-

щие отклонения химических сдвигов  Нi = )()( iсiэ HH  , млн-1, протонов аденина и цито-

зина от усредненных значений )( iс H , приведенных в работе [11], в различных исследованных по-

следовательностях. На рисунке 2 видно, что химические сдвиги протонов дезоксирибозы испытывают, 
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в среднем, значительно меньшие изменения по сравнению с ароматическими протонами. Эта законо-

мерность наблюдается для самокомплементарных нуклеотидных последовательностей различной 

длины. Несколько большие значения величин  Нi для протонов самокомплементарных тетранук-

леотидов, по-видимому, связаны с эффектом плавления концевых нуклеотидных пар в случае коротких 

последовательностей. Наибольшие величины отклонений химических сдвигов  Нi, (рисунки 1, 2) 

для протонов гептамера 5’-d(GCGААGC) очевидно обусловлены тем, что данный олигомер не обра-

зует в растворе каноническую двойную спираль. 

 

Рисунок 1- Отклонения химических сдвигов  Нi, млн-1, протонов аденина от усредненных значений )( ic H
[11] в исследованных последовательностях (нск тетрамеры - несамокомплементарные тетрамеры) 

 

 
Рисунок 3- Отклонения химических сдвигов  Нi, млн-1, протонов цитозина от усредненных значений 

)( ic H [11] в исследованных последовательностях (ск тетрамеры –самокомплементарные тетрамеры) 

 

Анализ результатов, позволяет сделать следующие выводы: 1) длина нуклеотидной последова-

тельности существенным образом влияет на положения резонансных пиков ароматических протонов 

самокомплементарных дезоксиолигонуклеотидов; 2) химические сдвиги протонов дезоксирибозы ис-

пытывают значительно меньшие изменения по сравнению с ароматическими протонами при измене-

нии длины самокомплементарного олигонуклеотида; 3) наблюдается существенное отличие в экрани-

ровании протонов само- и несакомплементарных дезоксиолигонуклеотидов, содержащих одинаковые 

триплетные последовательности.  

На основе проведенных исследований можно сделать вполне определенные заключения об осо-

бенностях конформационных состояний молекул ДНК, выявить структуры, обладающие отклонени-

ями от стандартной двухспиральной формы (в первую очередь, это касается одноцепочечных и шпи-

лечных структур ДНК), а также произвести анализ влияния плавления концевых нуклеотидных пар в 

коротких фрагментах ДНК на геометрию двойной спирали.  
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СКРИНИНГ ПРОДУЦЕНТОВ ФЕРМЕНТОВ ГИДРОЛАЗ В БАЗЕ ДАННЫХ 

НАЦИОНАЛЬНОГО ЦЕНТРА БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОЙ ИНФОРМАЦИИ (NCBI)  

 

А.А. Толкачева, Д.А. Черенков, О.С. Корнеева 

 

ФГБОУ ВПО «Воронежский государственный университет инженерных технологий», Воронеж, Россия 

 

На сегодняшний день на рынке промышленных ферментов отмечается исключительно положи-

тельная динамика. Весь рынок ферментных препаратов ежегодно «подрастает» в среднем на 10%, еже-

годный рост европейского рынка, обеспеченный инновационными разработками, ожидается на 

уровне 3,5%. На российском рынке присутствует продукция практически всех мировых лидеров фер-

ментного рынка. По данным аналитических служб, объем отечественного рынка ферментов составляет 

свыше 40 млн. долл., при этом на долю российского производства приходится немногим более 30%. 

Это связано, в первую очередь с отсутствием масштабного отечественного производства [1]. В насто-

ящее время стремительно развивающейся отраслью биотехнологии является технология рекомбинант-

ных ДНК. Это эффективный, мощный инструмент, обеспечивающий создание микроорганизмов с за-

данными генетическими характеристиками и позволяющий повысить активность и выход целевого 

фермента по сравнению с нативным продуцентом. Таким образом, создание коммерчески значимых 

штаммов-продуцентов, получение рекомбинантных ферментов с разными биохимическими свой-

ствами являются актуальными задачами современной биотехнологии ферментов. 

В результате работы, проведенной на кафедре биохимии и биотехнологии ФГБОУ ВО «Воронеж-

ский государственный университет инженерных технологий» были проанализированы данные Нацио-

нального центра биотехнологической информации (NCBI), касающиеся физико-химических свойств ли-

паз, протеаз, целлюлаз и ксиланаз из различных источников, кодируемых разными генами. На основании 

проанализированной информации были выбраны микроорганизмы-источники целевых генов. В качестве 

перспективного источника генов протеазы и липазы выбраны бактерии рода Bacillus; целлюллазы – бак-

терии рода Cellulomonas; ксиланазы – бактерии рода Geobacillus и грибы рода Trichoderma. 

На основании изучения  баз данных по молекулярному клонированию генов был подобран чел-

ночный вектор pKLAC2, отвечающий требованиям генной инженерии. 

В результате проведенных исследований методом ПЦР с соответствующими генспецифиче-

скими праймерами амплифицированы гены протеазы, липазы, ксиланазы и целлюлазы, а затем клони-

рованы в вектор pKLAC2.  

Таким образом, получены следующие генетические конструкции на основе вектора pKLAC2: 

- конструкция pKLAC2-Prot, содержащая кодирующую часть гена протеазы; 

- pKLAC2-Lip, содержащая кодирующую часть гена липазы; 

- pKLAC2-Cell, содержащая кодирующую часть гена целлюлазы; 

- pKLAC2-XylGeo, содержащая кодирующую часть гена ксиланазы из Geobacillus 

stearothermophilus; 

- pKLAC2-XylReesei, содержащая кодирующую часть гена ксиланазы из Trichoderma reesei; 

- pKLAC2-XylViride, содержащая кодирующую часть гена ксиланазы из Trichoderma viride. 

 

Работа выполнена при поддержке Фонда содействия развитию малых форм предприятий, про-

ект № 0009309 
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БИОЛОГИЧЕСКИЙ ТЕХНОГЕННЫЙ ФАКТОР БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ПРОИЗВОДСТВ 

 

Н.Б. Градова, В.И. Панфилов 

 

ФГБОУ «Российский химикотехнологический университет им. Д.И. Менделеева, Москва, Россия 

 

Биотехнология является одним из инновационных научно-практических приоритетов ХХI века. 

Настоящий период развития биотехнологии является вторым в России после периода 70-х-80х годов, 

бурного развития крупнотоннажных биотехнологических производств по получению микробной био-

массы на разных источниках сырья, производства ферментов и лизина и др. 

Особенностью биотехнологии является использование в качестве основного средства производства 

«одноклеточных и субклеточных единиц живых организмов (в том числе и генетически изменённых), 

культивируемых клеток и тканей растений и животных, способных к самовоспроизведению»  

(определение комиссии ЕЭС, 1988г). 

Для настоящего периода развития биотехнологии характерно использование в научных и прак-

тических разработках широкого круга биологических объектов:  

относящимся к разным уровням организации живого; принадлежащих к разным систематиче-

ским группам, культуры клеток растений и животных, микроводоросли, простейшие, грибы, бактерии, 

цианобактерии, археи,вирусы; принадлежащих к разным физиологическим и гигиеническим группам 

(апатогенные, сапрофиты, условно-патогенные и патогенные для человека, животных и растений па-

разитические формы). 

Биотехнологические производства являются источником эмиссии специфического техногенного 

«биологического фактора» в виде биоаэрозолей, водных сред и твёрдых отходов. По своему составу 

«биологический фактор «представляет природные биоорганические соединения тождественные про-

дуктам, циркулирующим в потоке углерода в природе, что определяет специфику их воздействия на 

человека и экосистемы, а также специфику методов, которые могут быть использованы для биоинди-

кации их воздействия на экосистемы. Требования к малотоннажным технологиям, использующих в 

качестве объектов патогенные формы микроорганизмов и вирусы, получающих продукты, обладаю-

щие свойствами ядов, а также к технологиям, осуществляемым в защищённых (стерильных) условиях 

определены системой GMP.  

Широко разрабатываемые в настоящее время в рамках малого и среднего бизнеса технологиче-

ские процессы микробиологической переработки зерна и других целлюлозосодержащих отходов сель-

ского хозяйства и пищевой промышленности предъявляет высокие требования к разработчикам для 

обеспечения биологической безопасности данных производств. 

В качестве научно-практической основы для разработки системы обеспечения биологической 

безопасности разрабатываемых технологий должны быть использованы результаты широких медико-

биологических и санитарно-гигиенических исследований «биологического фактора», проведенных в 

70-80ые годы.  

К таким результатам следует отнести следующие: установлена возможность при аэрогенном рас-

пространении как клеток непатогенных микроорганизмов, так и инактивированных клеток(белковой 

пыли) проявления аллергизирующего воздействия на человека; ПДК на содержание белковой пыли в 

воздухе рабочей зоны и атмосферном воздухе устанавливаются по критерию их аллергенности на до-

статочно низком уровне; системы контроля за соблюдением ПДК специфического белка массы инак-

тивированных микробных клеток возможна на основе использования иммунохимических реагентов; 

Необходимо также учитывать, что микробная биомасса в концентрации 0.005г\г и выше при по-

падании в почву стимулирует рост санитарно-показательных микроорганизмов E.coli. 

Материал, изложенный в статье, является результатом анализа большого объёма научно-практи-

ческой литературы, опубликованной в период 70-90-х годов. 
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РАЗРАБОТКА И ПОДГОТОВКА ПРОМЫШЛЕННОГО ВЫПУСКА 
АМПЕРОМЕТРИЧЕСКОГО БИОСЕНСОРНОГО АНАЛИЗАТОРА ДЛЯ ЭКСПРЕСС-

ОПРЕДЕЛЕНИЯ БИОХИМИЧЕСКОГО ПОТРЕБЛЕНИЯ КИСЛОРОДА 
 

В.А. Алферов, В.А. Арляпов, Л.Д. Асулян, Н.Ю. Юдина, Н.К. Зайцев1 

 
ФГБОУ ВО «Тульский государственный университет», Тула, Россия 
1ООО «Эконикс-Эксперт, Москва, Россия 

 
Учитывая постоянно растущий перечень загрязняющих веществ, поступающих в окружающую 

среду, а также ужесточение гигиенических показателей их нормирования, полный химический анализ 
загрязнения вод, почв, растительности представляет собой очень сложную и дорогостоящую задачу. 
Поэтому возрастающее внимание уделяется экспресс- методам контроля, ориентированным, прежде 
всего, на детектирование опасных уровней загрязнения и оценку совокупного воздействия токсикантов 
на окружающую среду. Биохимическое (или биологическое) потребление кислорода (БПК) является 
одним из наиболее широко используемых показателей для контроля чистоты водных сред, и представ-
ляет, по определению, количество кислорода, необходимое для биохимического окисления органиче-
ских веществ, содержащихся в образце. Существующий метод определения БПК основан на тестах, 
продолжительность которых составляет 5, 10 или 20 суток (ПНДФ 14. 1:2:3:4. 123-97). В силу значи-
тельной продолжительности процедуры метод не является адекватным в современных условиях жизни, 
поскольку представляет результаты анализа со значительной задержкой (минимум 5 суток от момента 
поступления пробы). В настоящее время все промышленные предприятия и водоочистные сооружения 
РФ используют для повседневного рутинного анализа сточных вод упомянутый метод БПК5. 

В рамках проекта № 14.574.21.0062, выполненного при поддержке Федеральной целевой программы 
«Исследования и разработки по приоритетным направлениям развития научно-технологического ком-
плекса России на 2014 - 2020 годы», предлагается разработка аналитического прибора нового поколения, 
предназначенного для экспресс-оценки индекса БПК. Принципиальным отличием метода анализа с ис-
пользованием разрабатываемого прибора от существующего является сокращение времени анализа от 5 
суток до 5 - 15 мин. С помощью данного анализатора возможно осуществлять анализ в режиме реального 
времени, для измерения не требуется привлечения высокоспециализированного персонала. Прибор может 
использоваться как в стационарных условиях, так и в составе подвижных лабораторий. 

Целью выполнения проекта является: получение значимых научных результатов и решение ком-
плекса научно-практических задач, позволяющих создать и в короткий срок вывести на рынок новый 
вид научно-технической продукции – биосенсорный анализатор для экспресс-определения биохими-
ческого потребления кислорода. 

Основной идеологической задачей проекта является соединение знаний, опыта, имеющегося 
научного задела и интеллектуальной собственности коллектива исследователей Тульского государ-
ственного университета и опыта разработки и организации промышленного выпуска приборов анало-
гичного назначения коллектива сотрудников ООО «Эконикс-Эксперт». Главной научно-технической 
задачей проекта является разработка экспериментального образца нового аналитического прибора, 
предназначенного для экспресс-определения БПК в поверхностных пресных, подземных, питьевых и 
сточных водах. Реализация проекта позволит сократить срок коммерциализации результата до 1,5 – 2 
лет, необходимых для проведения сравнительно несложных опытно-технологических работ. 

К настоящему времени проведен выбор эффективных биокатализаторов из широкого набора мик-
роорганизмов (родов Pichia, Candida, Debaryomyces, Arxula, Saccharomyces и Gluconobacter) по спектру 
окисляемых субстратов, устойчивости при иммобилизации на электроде, стабильности при хранении и 
работе. Проведены теоретические и экспериментальные исследования, направленные на выбор и разра-
ботку методов иммобилизации биокатализаторов для создания рецепторного элемента биосенсора. Про-
водится подготовка к изготовлению экспериментальных образцов биосенсорных анализаторов БПК. 

Разработанные в ходе выполнения проекта анализаторы нового поколения могут использоваться 
для выполнения ежедневных текущих анализов проб воды на предприятиях системы водоочистки РФ, 
Станциями санитарно-эпидемиологического контроля, службами МЧС, МинПрироды, экологиче-
скими структурами и биотехнологическими предприятиями.  
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Широкомасштабное использование разрабатываемого анализатора приведет к существенному 
сокращению времени химического анализа сточных, природных и поверхностных вод, что в свою оче-
редь повысит экономическую эффективность служб и организаций занимающихся контролем состоя-
ния водных ресурсов. Использование современного физико-химического метода анализа вместо мо-
рально устаревшего классического химического метода анализа БПК позволит повысить уровень ав-
томатизации анализа, в том числе путем встраивания разрабатываемых анализаторов в состав техно-
логического оборудования для контроля качества сточных вод очистных сооружений на предприятиях. 
Последнее, в свою очередь, избавит от необходимости постоянного отбора проб и даст возможность 
проводить «онлайн» мониторинг. 

 
Работа выполнена при поддержке Федеральной целевой программы «Исследования и разра-

ботки по приоритетным направлениям развития научно-технологического комплекса России на 2014 
- 2020 годы», проект № 14.574.21.0062.  
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БПК-БИОСЕНСОР НА ОСНОВЕ ИНКАПСУЛИРОВАННЫХ В ОРГАНОСИЛИКАТНУЮ 

МАТРИЦУ ДРОЖЖЕЙ DEBARYAMYCES HANSENII  

 

ЕЛ. Афонина, О.Н. Понаморева О.А. Каманина, В.В. Строителев 

 

ФГБОУ ВО «Тульский государственный университет», Тула, Россия. 

 

Современные строгие требования к состоянию экологической обстановки диктуют необходи-

мость использования экспресс-методов контроля биохимического потребления кислорода (БПК), ос-

нованных на применении БПК-биосенсоров [1]. При разработке таких биосенсоров, как правило, ис-

пользуют целые клетки, так как они способны окислять широкий спектр веществ. Одними из перспек-

тивных микроорганизмов для создания БПК-биосенсора являются дрожжи Debaryamyces hansenii [2]. 

Иммобилизация живых клеток при разработке биосенсоров является важным этапом исследо-

ваний, поскольку определяет характеристики сенсора. Многие инновационные достижения, в том 

числе при разработке иммобилизованных биосистем, инициированы живой природой. Живые орга-

низмы, например, диатомовые водоросли, в процессе эволюции смогли сформировать вокруг клеток 

минерализованные оболочки, которые обеспечивают клеткам механическую защиту, но не препят-

ствуют поступлению в клетку питательных веществ [3]. Это послужило примером для получения 

инкапсулированных в силикатные материалы клеток, в том числе для применения в биосенсорах. 

Ранее нам удалось показать, что метилотрофные дрожжи в присутствии полиэтиленгликоля (ПЭГ) и 

силановых прекурсоров - тетраэтоксисилана (ТЭОС) и метилтриэтоксисилана (МТЭС), в определен-

ных условиях способны формировать 3D-архитектуры, в которых вокруг каждой клетки формиру-

ется капсула, при этом инкапсулированные клетки образуют единую структуру [4]. Иммобилизация 

других дрожжей в тех же условиях может не привести к подобному результату, поэтому представля-

ется важным исследование, направленное на выяснение возможностей инкапсулирования дрожжей 

Debaryamyces hansenii ВКМ Y - 2482 как способа обеспечения защиты живых клеток от вредных 

факторов при их использовании в БПК-биосенсорах. 

Для иммобилизации клеток использовали ТЭОС и МТЭС в объемном отношении 15/85 и ПЭГ с 

молекулярной массой 3000. Синтез проводили в условиях основного катализа с использованием NaF. 

Образующуюся структуру биогибрида изучали методом сканирующей электронной микроскопии 

(СЭМ) (рисунок 1). Вокруг каждой клетки формируются капсула из сферических частиц, напоминаю-

щая оболочки, полученные ранее вокруг метилотрофных дрожжей Pichia angusta BKM Y-2559 [4]. 
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Рисунок.1 - Изображение золь-гель матрицы с инкапсулированными дрожжами Debaryomyces 

hansenii BKM Y-2482 (СЭМ). Вставка: изображение клеток дрожжей Debaryomyces hansenii  

в чистой культуре (СЭМ). 

 

Поскольку БПК определяют в образцах, содержащих любые примеси, важно определить способ-

ность органосиликатной капсулы защищать клетки от вредных факторов. Для этого проводили изме-

рения дыхательной активности инкапсулированных микроорганизмов в присутствии ионов тяжелых 

металлов. Защитное действие органосиликатной капсулы по отношению к иммобилизованным клеткам 

оценивали по способности этой капсулы снижать токсическое действие ионов тяжелых металлов на 

клетки микроорганизмов. 

Инкапсулированные в органосиликатную матрицу дрожжи Debaryamyces hansenii не теряют 

своей активности в присутствии ионов тяжелых металлов. При превышение ПДК в 100 раз дыхатель-

ная активность инкапсулированных микроорганимов снижается на 20% в то время как активность 

дрожжей, не покрытых силикатной капсулой, снижается в несколько раз. 

Полученные результаты указывают на особые защитные функции органосиликатной капсулы, 

которая образуется вокруг дрожжей, что следует учитывать при разработке БПК-биосенсора. По-

скольку полученная матрица эффективно защищает клетки от внешних вредных воздействий, то полу-

ченный на её основе биораспознающий элемент применяли для создания БПК – биосенсора. Значения 

БПК, определяемые с помощью биосенсора на основе инкапсулированных дрожжей и стандартным 

методом, незначимо отличаются между собой.  

 

Работа выполнена при поддержке Госзадания Минобрнауки РФ № 2014/227. 
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РЕСУРСОСБЕРЕГАЮЩАЯ БИОКАТАЛИТИЧЕСКАЯ КОНВЕРСИЯ СМЕСЕЙ 

ОРГАНИЧЕСКИХ ОТХОДОВ ЖИВОТНОГО И РАСТИТЕЛЬНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ 

 

В.П. Молчанов, М.Г. Сульман, Э.М. Сульман 

 

ФГБОУ ВПО «Тверской государственный технический университет», Тверь, Россия 

 

В последние годы большое значение придается развитию производства кормовых добавок, необхо-

димых для балансирования полноценных рационов сельскохозяйственных животных. В связи с бурным 

развитием биотехнологии и микробиологической промышленности появилась возможность получать кор-

мовые добавки из органических отходов различного состава методом биокаталитической конверсии. 

В работе был исследован процесс биоконверсии смеси органических отходов животного и расти-

тельного происхождения с дополнительным внесением в исходную смесь различных солей аскорбино-

вой кислоты. Выбор солей аскорбиновой кислоты в качестве биостимуляторов не случаен. Это связано с 

тем, что сама аскорбиновая кислота не является фактором роста для микроорганизмов, но она необхо-

дима для полноценной жизнедеятельности сельскохозяйственных животных. В то же время, микро- и 

макроэлементы, входящие в состав аскорбинатов в дозах, не превышающих нормы потребления их жи-

вотными, способны оказывать благоприятное влияние на протекание процесса биоконверсии. 

В многочисленных экспериментах при соответствующих повторах было изучено влияние на про-

цесс биоконверсии аскорбинатов следующих металлов: кальция, калия, натрия, кобальта, марганца, 

магния, цинка и железа. В процессе биоферментации определяли развитие физиологических групп 

микроорганизмов, способных к преимущественному разрушению органических веществ.  

Проведенные микробиологические исследования позволили сделать однозначный вывод о том, 

что внесение аскорбинатов положительно повлияло на процесс биоферментации – численность попу-

ляции микроорганизмов значительно возрастала. Анализ полученных экспериментальных данных по-

казывает, что 60-часовая выдержка органической массы приводит к прекращению экспоненциального 

роста численности микроорганизмов, и на фоне наиболее полной биотрансформации питательных ком-

понентов субстрата осуществляется синтез вторичных метаболитов. 

Выявление в продукте ферментации аминокислотсинтезирующих микроорганизмов – опосредо-

ванный способ определения потенциальной ценности конечного продукта, рекомендуемого к исполь-

зованию в качестве кормовой добавки. Относительное содержание аминокислотсинтетиков достигало 

высоких значений в ходе всего процесса, что дало основания предполагать накопление в конечном 

продукте мономеров белковой субстанции – свободных аминокислот. 

Весьма велика роль аминокислот, как основных компонентов протеина в кормлении животных. Для 

того чтобы в организме животных происходило постоянное образование и обновление белков, они должны 

получать с кормами нужное количество аминокислот в необходимом соотношении. Однако многие амино-

кислоты могут находиться в форме, недоступной для усвоения животными организмами. Именно поэтому 

определение наличия свободных аминокислот в продуктах ферментации имеет огромное значение. 

Практически все использованные соли аскорбиновой кислоты существенно интенсифицировали 

процесс образования свободных аминокислот. Исключение составили эксперименты с аскорбинатами 

кобальта и натрия, в которых количество свободных аминокислот в конечном продукте было таким 

же, как и в контрольной пробе без биостимуляторов. Почти идентичные результаты микробиологиче-

ских исследований и исследований аминокислотного состава конечного продукта были получены при 

внесении в исходную смесь аскорбинатов марганца и магния. Это может быть объяснено тем, что в 

целом ряде ферментативных реакций марганец действует как синергист или заместитель магния. 
Однако особого внимания заслуживают опыты с аскорбинатами железа и цинка, поскольку в пробах 

с применением именно этих аскорбинатов наблюдался максимальный рост численности аминокислотосин-
тезирующих микроорганизмов. В контрольной пробе без биостимуляторов происходило увеличение со-
держания свободных аминокислот в среднем в 14,5 раза. Исследования аминокислотного состава продукта 
показали увеличение общего содержания свободных аминокислот в 37,6 раза в опытах с аскорбинатом же-
леза и в 35,9 раза в опытах с аскорбинатом цинка. Особое влияние последнего на синтез аминокислот может 
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быть объяснено тем, что катионы цинка принимают активное участие в формировании структуры ДНК-
матрицы белкового синтеза. Увеличение содержания свободных аминокислот при воздействии аскорби-
ната железа объясняется тем, что железо необходимо для нормальной деятельности многих окислительно-
восстановительных ферментов, для переноса кислорода и в других процессах метаболизма. 

Многочисленные анализы конечного продукта биоконверсии доказывают возможность его ис-
пользования в качестве премикса при разработке полноценных рационов для крупного рогатого скота 
и сельскохозяйственной птицы. Внося таким образом различные биостимуляторы, возможно произво-
дить целевой биосинтез кормовых добавок с теми или иными заранее заданными свойствами. Выпол-
ненные исследования показывают, что использование биологически активных стимуляторов при про-
изводстве кормов и кормовых добавок, а вследствие этого достаточная концентрация необходимых 
аминокислот в них, приводит к увеличению привесов, уменьшению расхода кормов и даже улучшают 
физиологические показатели животных. 

Работа выполнена при поддержке Российского фонда фундаментальных исследований (проект 
№ 15-08-00256). 
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РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ОСНОВ БИОРЕМЕДИАЦИИ ПОЧВЫ И ВОДЫ, 
ЗАГРЯЗНЕННЫХ НЕФТЕПРОДУКТАМИ 

 
Черенков Д.А., Толкачева А.А., Корнеева О.С. 

 

ФГБОУ ВПО «Воронежский государственный университет инженерных технологий», Воронеж, Россия 
 
Восстановление естественного состояния природных объектов, загрязненных нефтепродуктами, 

является одной из наиболее сложных задач при ликвидации последствий аварий. Биоремедиация позво-
ляет устранить остаточные загрязнения, наиболее трудно поддающиеся очистке механическими и дру-
гими способами. Она основана на применении микроорганизмов – утилизаторов углеводородных загряз-
нений, способных разлагать нефтепродукты и переводить их доступные для усвоения другими организ-
мами формы. Успешное применение данного способа очистки приводит к практически полно му восста-
новлению почвы и водоемов. Однако этот способ требует соблюдения специальных условий обработки, 
кроме того, большинство препаратов для биоремедиации, применяемых на сегодняшний день, имеют ряд 
существенных недостатков: длительное время, необходимое для получения положительного эффекта (за-
частую 2–3 сезона), внесение подкормки в виде удобрений, низкая эффективность разложения нефтепро-
дуктов. Препарат «ВЕГА-эко» является новой биотехнологической разработкой и обладает рядом суще-
ственных преимуществ перед существующими на сегодняшний день биопрепаратами. В состав препа-
рата входят три различных штамма микроорганизмов, каждый из которых выполняет свою, определен-
ную функцию, способствующую эффективной утилизации нефтепродуктов: это выработка поверх-
ностно-активных веществ, делающих загрязнение доступным для переработки, разложение на безопас-
ные компоненты и перевод в доступную для других организмов форму. Препарат содержит в своем со-
ставе компоненты питательной среды, необходимые для поддержания жизнедеятельности микроорга-
низмов-нефтедеструкторов, поэтому не требует дополнительного внесения удобрений в процессе при-
менения. Высокая эффективность разложения нефтепродуктов препаратом «ВЕГА-эко» обеспечивает 
быструю очистку почвы и воды от загрязнения. По результатам проведенных испытаний, было показано, 
что содержание нефтепродуктов в жидкой среде и в почве снижается в 2 раза и в 8 раз соответственно 
уже на восьмые сутки после внесения препарата. Таким образом, «ВЕГА-эко» существенно сокращает 
сроки восстановления естественного состояния почвы и водной среды. Препарат доказал свою эффек-
тивность при ликвидации последствии аварии на ручье Безымянный в Московской области, когда про-
изошел сброс мазута в количестве 12 тонн. После очистки берегов и поверхности воды механическими 
способами и с применением сорбентов, количество нефтепродуктов в почве по берегам ручья оставалось 
высоким. Применение препарата «ВЕГА-эко» позволило добиться значительного снижения остаточного 
загрязнения уже через 30 суток после начала работ. Полученные результаты подтверждают, что препарат 
«ВЕГА-эко» является высокоэффективной разработкой и может быть с успехом использован при очистке 
водных объектов и почвы от нефтепродуктов. 
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БИОЛОГИЧЕСКАЯ ДЕСТРУКЦИЯ И ДЕТОКСИКАЦИЯ ПОЛИМЕРНЫХ ПРИСАДОК  

К БУРОВЫМ РАСТВОРАМ 

 

В.А. Калюжин, А.В. Калюжина, Р.Н. Закиров 

 

Томский государственный университет, Томск, Россия 

 

Целью проводимых работ является разработка технологии биологической деградации синтети-

ческих полимерных присадок – пластмасс к буровым растворам. Конечным результатом должна быть 

технология биоремидиации, позволяющая получать грунт, очищенный от буровых полимеров дове-

денный до 5 класса опасности определяемого методом биотестирования. 

Полимеры искусственного происхождения добавляются в буровые смеси для увеличения их вяз-

кости, что снижает скорость осаждения отбуренной породной крошки и способствует ее подъему на 

поверхность, а также выполняет роль смазки. Полимерные добавки являются биологически опасными 

веществами. Класс их опасности 2-4. По этой причине буровые работы сопровождаются загрязнением 

окружающей среды токсичными веществами. При этом расход полимеров для бурения одной сква-

жины протяженностью 1 – 3 км составляет 1 – 3 тонны. Сброс отбуренного материала проводится в 

буровые амбары. Однако, локализация токсичных отходов недостаточна, так как происходит фильтра-

ция веществ через грунт и размыв содержимого буровых амбаров дождевыми и талыми водами. За счет 

этих процессов увеличивается площадь загрязненной территории. При этом время естественного по-

лураспада полимерных присадок составляет несколько десятков лет. Следовательно, буровой амбар 

является источником загрязнений на протяжении многих лет. В свою очередь становится актуальной 

проблема дезактивации буровых отходов за возможно короткое время. Нами была поставлена задача 

найти биологический способ деструкции и детоксикации в буровых смесях. 

Для проведения работ нами была взята смесь полимерных добавок и проведена деструкция дан-

ной смеси. Смесь веществ – полимеров представляло группу соединений, наиболее часто применяемых 

в буровой практике многих стран. Содержание искусственно введенных добавок составляло по 5 – 15 

грамм на 1 кг грунта при пересчете на его сухой вес. Были выделены из окружающей среды микроор-

ганизмы, способные деструктировать буровые полимеры. Минеральные добавки составляли дозу, ука-

занную в патентах. Доза указана в таблице 1. Все полимеры присутствовали в смеси одновременно, и 

их биодеградация велась также одновременно в одной емкости. 

Т а б л и ц а 1 

Перечень изучаемых буровых полимеров и их дозировка 
 

Буровые полимеры Доза в г/кг грунта 

1. Сайпан  15 

2. Реапак 15 

3. Габройл HV 15 

4. Polipac 15 

5. Дефобур 15 

6. Polipac - R 15 

7. Polimer XB 15 

8. КМЦ 15 

9. Метилцеллюлоза 15 

10. Тилоза 10 

11. РС - 1 5 

12. ФК - 2000 5 

 

Химические и экологические свойства изучаемых полимеров следующие: 

1. Сайпан – гидролизованный акриловый полимер. Класс опасности – 2. 

2. Габройл HV – полимер натриевой соли карбоксиметилцеллюлозы. Класс опасности – 3. 
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3. КМЦ – карбоксиметилцеллюлоза – полимерный эфир целлюлозы и гликолевой кислоты. Класс 

опасности – 3. 

4. Тилоза – полимер оксиэтилцеллюлозы. Класс опасности – 4. 

5. РС – 1 – гидролизат полиакриламида в среде полифосфата натрия. Класс опасности – 3. 

6. Дефобур – кремний органический полимер на носителе двуокиси кремния. 

7. ФК – 2000 – высокополимерный продукт щелочной обработки синтетических эфиров карбо-

новых кислот. Класс опасности – 4. 

8. Реапак – полимерное модифицированное ионная форма целлюлозы. Класс опасности – 4. 

9. Метилцеллюлоза – полимерный продукт метилированной целлюлозы хлористым метилом. 

10. Polipac, polipac – R, polimer XB – полимерные производные целлюлозы и этиленгликоля. 

Класс опасности – 4. 

Общее содержание полимеров в одном килограмме загрязненного грунта составило 155 г. 

Степень биологической опасности определялась методом биотестирования в сертифицированной ла-

боратории областного комитета охраны окружающей среды и природопользования, в отделе Томской спе-

циализированной инспекции государственного экологического контроля и анализа города Томска. 

В качестве тест-объекта использовали низших ракообразных – дафний Daphnia magna Straus и 

представители зеленых протококковых водорослей Scenedesmus quadricanda Breh. Биотестирование 

определялось по выживаемости дафний в водных вытяжках из грунта при различных степенях разбав-

ления, а также по интенсивности флюорисценции хлорофила в водорослях и их численности. 

Было установлено, что вытяжки из грунта в начале опыта вызывает 100% гибель дафний и водо-

рослей при степени разбавления 1:1. Полученные результаты позволяют отнести исследуемый объект 

к 4 классу опасности. Дата отбора проб 22.04.2015. Затем 18.06.2015 был проведен промежуточный 

анализ, а 08.07.2015 взята окончательная проба. Результаты анализов приведены в таблице 2. 

 

Т а б л и ц а 2 

Влияние грунта на различных этапах очистки на биологические тест-объекты 

Наименование показателя 

тест-объекта 

Показатель биотестирования 

Исходное состояние 
Промежуточное  

состояние 
Конечное состояние 

Процент гибели дафний 100 0 0 

Процент гибели водорослей 100 71 -16 

 

Проведенные эксперименты показали, что удалось очистить от буровых полимеров опытный 

объем грунта до пятого класса опасности. Длительность процесса составляет 2,5 – 3 месяца. Дозировка 

веществ, режимы работ совпадают с интервалами защищенными в наших Патентах (Патент № 2315670 

от 27.01.2008 Способ биологической очистки грунта и воды от органических соединений алифатиче-

ского, карбоциклического и гетероциклического рядов и их смесей произвольного состава; Патент  

№ 2405636 от 10.12.2010 г. Способ получения биомассы микроорганизмов при биологической утили-

зации органических соединений в очищаемой среде). Было показано, что биодеструкция полимерных 

материалов, применяемых в буровой практике, достигается теми же приемами и подходами, что и ве-

щества-мономеры. 

По результатам опытов следует, что очищаемая среда стала безопасной, как для гетеротрофов – 

дафний, так и для автотрофов – водорослей. Поскольку, процесс деструкции буровых полимеров со-

провождается накоплением биомассы микроорганизмов – деструкторов, то последние становятся кор-

мовой базой для гетеротрофов – дафний. Следовательно, очищаемый объем водной среды превраща-

ется в генератор зоопланктона. И если, в очищаемую среду ввести потребителей зоопланктона, то ста-

новится возможным включение пищевых цепей с выходом, например, рыбной биомассы, имеющей 

хозяйственное или спортивное значение. 

Очевидно, что возможны и иные пути рационального использования образовавшегося источника 

протеина, за счет формирования многочисленных версий возможных пищевых цепей. В свою очередь, 

«зацветение» водоемов за счёт размножения водорослей можно регулировать дозированием минераль-

ных добавок.  
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БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ СПОСОБЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ПРЕПАРАТА ДНК  
ИЗ МОЛОК ПРЕСНОВОДНЫХ РЫБ  

 

С.В. Гомбоева, Л.Ю. Прудова, О.Ю. Фалилеева 
 

ФГБОУ ВПО «Восточно-Сибирский государственный университет технологий и управления»,  
г. Улан-Удэ, Россия 

 
При переработке гидробионтов необходим биотехнологический подход, предполагающий пол-

ноценное использование специфических биологически активных веществ (БАВ), которыми так богато 
сырье. В настоящее время ДНК и её производные являются объектами исследований с целью получе-
ния лекарственных препаратов и биологически активных добавок (БАДов) к пище (ДНКаС и ДНКа-
ВИТ, «Биостим», «Лосось»). Значимость нуклеиновых кислот в жизнедеятельности человека подчер-
кивает доказанный факт торможения клеточного иммунитета у лиц, исключающих их из питания даже 
при сохранении его достаточной калорийности. К тому же у пожилых людей отмечаются снижение 
содержания низкомолекулярных нуклеиновых кислот и повышение активности нуклеаз. Дефицит нук-
леиновых кислот оказывается дополнительным фактором усугубления иммунологических рас-
стройств. Для получения препаратов ДНК в настоящее время изучаются молоки рыб, растительное 
сырье, в частности биопрепараты производятся из молок лососевых и осетровых видов рыб.  

Объектами наших исследований являлись основные промысловые рыбы Байкальского региона 
из семейства карповых такие как плотва, карась; семейства окуневых - окунь, налим (налимовые). При 
выделении нуклеопротеидных комплексов из гонад (молок) мороженых пресноводных рыб 3-4 стадии 
зрелости использовали запатентованный метод [1]. Массовую долю ДНК в готовом препарате опреде-
ляли по стандартной методике с последующим использованием формулы при расчетах [2].  

Полученные данные показали, что содержание ДНК у рыб Байкальского региона в отдельных 
случаях отличается от морских. Близкие значения наблюдаются у окуня (3,73%) и омуля (3,75%) с 
треской (3,75%), навагой (3,4%), минтаем (3%), однако у плотвы (1,5%), налима (1,25%) содержание 
ДНК гораздо ниже.  

Применение высокомолекулярной ДНК в качестве БАД ограничено ее слабой растворимостью в 
воде, низкой биодоступностью, трудоемкой и многостадийной технологией выделения, требующей до-
рогостоящего оборудования и реактивов. Низкомолекулярная ДНК (молекулярная масса 2-5х105 Да) 
является значительно более дешевой и доступной для технологического получения, разрешена к при-
менению как биологически активная пищевая добавка. Выделенная низкомолекулярная ДНК из молок 
пресноводных рыб представляет собой аморфный порошок светло-кремового цвета, растворимый в 
воде при нагревании и не растворимый в органических растворителях. Содержание нуклеиновых кис-
лот в препарате достигает 68 – 75 %. 

С помощью ВЭЖХ идентифицировали выделенные ДНК по препарату-стандарту ДНК (900 н.п.). 
Для идентификации пиков и количественного определения концентрации препаратов ДНК традици-
онно применяли методы соотнесения времен удерживания, интегрирование площади пиков, расшиф-
ровка УФ – спектров и соотнесение их с библиотеками спектров.  

Значительную роль в процессе старения организма играют иммунологические механизмы и  
свободнорадикальное окисление. Проблема свободных радикалов и реакционноспособных кислород-
содержащих частиц продолжает привлекать повышенное внимание учёных. Антиоксиданты играют 
важную роль в регуляции протекания свободно-радикальных превращений в организме, существенно 
влияя на его состояние, поэтому данным уникальным веществам и исследованию их антиокислитель-
ных свойств посвящено множество работ.  

Использование препаратов, обладающих иммунокоррелирующими свойствами, позволит умень-
шить предпосылки к развитию патологии в старости и тем самым уменьшить вероятность развития 
заболеваний.  

Антиоксидантную активность в полученных препаратах определяли на приборе «ЦветЯуза-01-АА» 
(Биотехнологический центр ВСГУТУ). Наибольшее значение антиоксидантной активности констати-
ровали в препарате ДНК из плотвы и окуня (значение ССА составило 2,5 мг/дм3 и 1,43 мг/дм3 соответ-
ственно); в препарате ДНК из окуня – 0,38 мг/дм3.  
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Полученные результаты позволяют рекомендовать применение препарата ДНК для коррекции 
иммунодефицита и восстановления баланса между процессами перекисного окисления липидов и ме-
ханизмами антиоксидантной защиты. БАД может быть рекомендована для нормализации показателей 
иммунной системы и профилактики состояний, сопровождающихся интенсификацией свободноради-
кальных процессов. 

Таким образом, молоки пресноводных видов рыб могут служить источником нуклеиновых кис-
лот, наряду с молоками морских видов рыб. Использование их в качестве БАД к пище является весьма 
перспективным направлением. 
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ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт рыбного хозяйства и океанографии», 

Москва, Россия 
 
В связи с ухудшением экологической ситуации в Черном море, у рыб, мидий, и в среде их оби-

тания все чаще появляются возбудители различных инфекционных заболеваний. 
Вибриоз является одним из самых опасных инфекционных заболеваний рыб и гидробиотиков в 

пресной, солоноватой и морской воде. Впервые он был обнаружен у угрей в 1909 г. (Bergmann, 1909). 
В ихтиопатологии известен «тепловодный» и «холодноводный» вибриоз. Возбудителем тепло-

водного вибриоза считается грамотрицательная бактерия – Vibrio anguillarum, и заболевание достигает 
максимума при t0 воды 19-20 0С. 

Возбудителем «холодноводного» вибриоза или болезни «Хитра» является грамотрицательная 
бактерия Vibrio salmonicida (Egidius et al, 1981), имеющая более низкий температурный оптимум роста 
12-16 0С, чем Vibrio anguillarum, и при 250С роста ее не происходит (Holm et al, 1985). 

Культуры штамма Vibrio anguillarum и Vibrio salmonicida периодически выделялись ВНИРО с 
начала 80-х годов из воды Черного моря в районе Северного Кавказа, а также у культивируемых рыб и 
рыб естественных популяций; а также у мидий данного бассейна; у радужной форели и среды ее обита-
ния из морских садковых хозяйств и пресноводного хозяйства Балтийского региона; у радужной форели, 
культивируемой в садках Белого моря; также из воды и мидий Белого моря (район Сонострова Канда-
лакшского залива, район Соловецких островов); а также у мидий Баренцева моря (Безгачина, Шумилов, 
Бондаренко 1995; Безгачина, 2000, 2006, 2007, 2009, 2010, 2010, 2012, 2013, 2014, 2014, 2014). 

На Камчатке впервые вибриоз был обнаружен у дикой горбуши и в прибрежных водах Карагин-
ского залива в 1993-1999 гг. (Пугаева, Устименко, Рудакова, Сазонов, 2000). 

В Республике Карелия была отмечена вспышка вибриоза в 2006 г. у культивируемой радужной  
форели в садках в Белом море (Дрошнев, Завьялова, Гулюкин, Хлунов, 2012). В 2007 г. вибриоз вновь был 
отмечен на Камчатке у горбуши естественной популяции как в Карагинском заливе, так и в северо-запад-
ной части Тихого океана (Сергеенко, Надеева, Гаврюсева, 2008). В 2010 г. заболевание было обнаружено  
у северной двухлинейной и желтоперой камбалы (Бочкова, Гаврюсева, Овчаренко, Жукова, 2011). 
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В летний период 2014 г. ВНИРО изучало санаторно-эпизоотическое состояние культивируемых 
мидий Черного моря Mytilus galloprovincialis на побережье Северного Кавказа. 

Для идентификации возбудителя «тепловодного» вибриоза была использована отечественная аг-
глютинирующая сыворотка, изготовленная путем гипериммунизации кроликов антигеном из культуры 
штамма Vibrio anguillarum. 

При постановке пластинчатой реакции агглютинации (РА) была выявлена агглютинация 42-х живых 
культур Vibrio anguillarum гомологичнойй агглютинирующей сывороткой при ее разведении 1:2-1:1600. 

Также положительная реакция агглютинации была отмечена при постановке пробирочной реакции 
агглютинации 42-х 0,3% формалинизированных антигенов из выделенных культур штаммов Vibrio  
anguillarum в концентрации 1 млрд микробных клеток в 1 мм по стандарту мутности ГИСК им. Тарасе-
вича с гомологичной агглютинирующей сывороткой при предельном ее титре антител 1:6400 (3 креста), 
что указывает на их высокую активность. 

Формалинизированные антигены из полученных культур штаммов Vibrio anguillarum были иссле-
дованы на специфичность с агглютинирующими моновалентными и поливалентными адсорбирован-
ными и недсорбированными сыворотками к гетерологичным культурам микроорганизмов. Таким обра-
зом была также выявлена строгая специфичность выделенных культур штаммов возбудителя вибриоза. 

Для идентификации возбудителя вибриоза был применен и классический бактериологический 
метод, который указал на принадлежность его к виду Vibrio anguillarum. 

ВНИРО совместно с Всероссийским государственным Центром качества и стандартизации ле-
карственных средств для животных и кормов (ВГНКИ) научно-исследовательские работы по середиа-
гностике и вакцинопрофилактики вибриоза выполняли с 80-х годов. 

В течение этого времени были созданы и испытаны следующие препараты: бивалентные и мо-
новалентные атглютинирующие сыворотки для экспресс-диагностики культур штамма Vibrio anguilla-
rum и Vibrio salmonicida; получен антиген для реакции иммунодиффузии (РИД) и эритроцитарный ан-
тиген для реакции непрямой гемагглютинации (РНГА); разработан ИФА для идентификации культур 
штаммов Vibrio anguillarum. 

Для профилактики и лечения «тепловодного» вибриоза рыб в лабораторных условиях была создана 
изначально отечественная инактивированная бивалентная вакцина, успешно прошедшая испытания в прес-
новодных и морских форелевых хозяйствах, как в Черноморском, так и в Балтийском регионах страны. 

В дальнейшем ВНИРО, ВГНКИ и Щелковский биокомбинат г. Москвы была разработана реак-
торным методом промышленная отечественная бивалентная инактивированная вакцина против вибри-
оза рыб (патенты на изобретения № 2284830 и № 2284831 от 10 октября 2006 г.), испытанная в произ-
водственных условиях на рыбных хозяйствах России, которая может изготавливаться и использоваться 
для профилактики и лечения культивируемых рыб. 

Также был изготовлен промышленным способом эритроцитарный антиген для диагностики виб-
риоза рыб в РНГА (патент № 2295974 от 27.01.2007 г.) 

Данный антиген был применен и для контроля накопления титра антител в сыворотке рыб при 
обработке их промышленной бивалентной вакциной против вибриоза рыб. 

Результаты проведенных исследований указывают на возможность применения культур штам-
маVibrio anguillarum для производства лечебных и диагностических препаратов. 

С помощью экспресс-методов серодиагностики вибриоза рыб возможна в кратчайшее время 
идентификация возбудителя вибриоза на рыбоводных хозяйствах, что позволит вовремя предотвратить 
распространении эпизоотии. В районе размещения марихозяйств необходимо постоянно выполнять 
миробиологический мониторинг мидий и среды их обитания.  

Использование вакцины для профилактики и лечения рыб поможет улучшить их физиологиче-
ское состояние и сохранить значительное количество рыбных ресурсов. 
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ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ НА СПОСОБНОСТЬ РОДОККОКОВ, ВХОДЯЩИХ В 
БИОПРЕПАРАТ «МИКРОБАК», ПРОДУЦИРОВАТЬ ГЛИКОЛИПИДНЫЕ 
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Одним из наиболее распространенных загрязнителей в современном мире является нефть и 

нефтепродукты из-за больших объемов добычи, транспортировки, переработки углеводородов. В Рос-
сии большие запасы нефти расположены в районах Западной Сибири и Арктики, разрабатывать эти 
месторождения приходится в суровых климатических условиях, при этом неизбежны разливы нефти. 
Перспективным способом очистки почв и водоемов от нефтепродуктов является внесение активных 
микроорганизмов-деструкторов в виде биопрепарата в места загрязнения. Микроорганизмы-нефтеде-
структоры способны продуцировать биосурфактанты, что расширяет их адаптивные механизмы при 
росте на гидрофобных субстратах [1]. Одним из эффективных биопрепаратов для очистки нефтезагряз-
нённых территорий в условиях холодного климата является "МикроБак", в состав которого входят 
родоккоки, способные продуцировать гликолипидные биосурфактанты в окружающую среду [2]. Сле-
дует отметить, что нам не удалось найти почти никакой информации о влиянии температуры на спо-
собность психротрофных бактерий продуцировать биосурфактанты при росте на гидрофобных суб-
стратах. Выяснение влияние температуры окружающей среды на способность микроорганизмов Rho-
dococcus sp. S67 и Rhodococcus sp.X5, входящих в биопрепарат «Микробак», продуцировать гликоли-
пидные биосурфактанты, как один из возможных механизмов адаптации бактерий-нефтедеструкторов 
к условиям холодного климата, является актуальной задачей для разработки биотехнологий очистки 
нефтезагрязненных территорий, расположенных в Арктике.  

При выращивании родоккоков на гексадекане в жидкой среде наблюдали формирование разных 
структур биомассы бактерий как при 26 0С, так и при 6 0С (рис. 1). 

 

  
а б 

Рисунок 1. Микрофотографии родоккоков, выращиваемых в течение 6 суток на гексадекане в жидкой среде  

при 60С: а - Rhodococcus sp.X5; б - Rhodococcus sp. S67 
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Бактерии X5 локализованы на границе раздела фаз гексадекан-вода, в то время как клетки S67 рас-

полагаются в центре гидрофобной капли. Кроме того, температура среды в значительной степени влияет 

на морфологию бактерий S67: клетки приобретают вытянутую форму и образуют цепочки. Гидрофоб-

ность клеточной стенки Rhodococcus S67 выше, чем у Rhodococcus X5. Это определяет их физиологиче-

ское поведение в культуральной среде. Известно, что родоккоки продуцируют трегалолипиды при росте 

на гидрофобных субстратах [2]. Для сравнительной оценки способности родоккоков продуцировать 

гликолипиды в среду проводили экстракцию из культуральной среды и определение гликолипидов 

методом тонкослойной хроматографии. При нанесении на хроматографическую пластину одинаковых 

аликвот экстракта определяли относительное количество гликолипидов в зависимости от температуры 

культивирования по интенсивности окраски полос на хроматограмме. На хроматограмме можно разли-

чить несколько компонентов гликолипидных природы, два из которых являются основными (рис.2). 

 

 
Рисунок 2 - Хроматограмма гликолипидов, продуцируемых родоккоками:  

●X51,S671 (26оС); ● X52,S672 (10оС) 
 

При пониженной температуре снижается способность бактерии продуцировать гликолипиды, 

но изменяется соотношение двух основных компонентов. Такие различия в биохимическом поведе-

нии родоккоков в зависимости от температуры обнаружены впервые. Это может быть одним из ме-

ханизмов адаптации бактерий к условиям низких температур и является отправной точкой для даль-

нейших исследований. 
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Основами государственной политики Российской Федерации в области здорового питания насе-

ления на период до 2020 г. ставится задача модернизации и интенсификации перерабатывающей про-

мышленности с целью обеспечения продовольственной безопасности страны за счет развития фунда-

ментальных исследований в области современных биотехнологических способов получения продук-

ции повышенной пищевой ценности с новыми функционально-технологическими свойствами.  

Особое место в биотехнологических процессах пищевой технологии отводится мембранному 

разделению жидких сред с возможностью их концентрирования при обычной температуре без терми-

ческого воздействия на их физиологическое и химическое состояние. 

Недостаточное изучение общих закономерностей совместно протекающих процессов культиви-

рования, ультрафильтрации и вакуум-сублимационной сушки ферментных препаратов сдерживает раз-

работку и использование новых, перспективных технологий, позволяющих интенсифицировать все ее 

стадии с рациональным использованием энергетического потенциала и обеспечением высокого каче-

ства получаемого продукта. 

Для получения ферментного препарата (ФП) инулиназы единственно приемлемым энергоподво-

дом является вакуум-сублимационная сушка, поскольку этот препарат чрезвычайно чувствителен к 

действию повышенных температур. 

Важной стадией перед сушкой является ультрафильтрация культуральной жидкости, получен-

ной глубинным культивированием микроорганизмов. При этом ультрафильтрация позволяет удалить 

низкомолекулярные белки, повысить содержание сухих веществ и активность фермента инулиназы. 

Разработана статистическая модель процесса ультрафильтрации инулиназы бактерий Bacillus 

polymyxa 29, в которой в качестве критериев оптимизации использованы такие важные показатели, как 

удельные энергозатраты; расход, массовая доля СВ и активность инулиназы в концентрате на выходе 

из мембраны. 

Для решения поставленной задачи использовалась пилотная установка мембранной фильтрации, 

предназначенная для определения основных условий организации процесса в широком диапазоне из-

менения режимных параметров. 

Основным конструктивным элементом установки являются керамиче-ские мембраны INSIDE 

CéRAM™ фирмы «TAMI Deutschland GmbH», кото-рые по сравнению с полимерными имеют значи-

тельные преимущества: 

– стойкость к избыточному давлению (свыше 100 бар); 

– использование инертного материала; 

– высокая механическая прочность, в том числе к воздействию абразивных частиц и бактерий; 

– работа при более высоких температурах; 

– гарантируемая с высокой достоверностью производительность. 

В качестве основных факторов, влияющих на процесс ультрафильтрации, были выбраны массовая 

доля сухих веществ (СВ) в исходном растворе (X1) Сн = 5…8 %; активность инулиназы в культуральной 

жидкости (X2) Ан = 32…40 ед/см3; разрешающая способность мембраны (X3) D = 20…300 кДа; расход ис-

ходного раствора (X4) Gн = 0,022…0,030 м3/с. Все эти факторы совместимы и некоррелированы между 

собой. Выбор интервалов изменения факторов обусловлен технологическими условиями процесса ультра-

фильтрации продуцента инулиназы, а также технико-экономическими показателями процесса. 
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Критериями оценки влияния различных факторов на процесс ультрафильтрации были выбраны  

Y1 – удельные энергозатраты на прокачку раствора, отнесенные на 1 м3 пермеата, мДж/м3; Y2 – расход кон-

центрата на выходе из мембраны, м3/с; Y3 – массовая доля СВ в концентрате, %; Y4 – активность инулиназы 

в концентрате, ед/см3. Математическими методами моделированиие установлены рациональные интервалы 

исследуемых факторов: Х1 = 6,5…7,5 %; Х2 = 37…39 ед/см3; Х3 = 100…230 кДа; Х4 = 0,023…0,027 м3/с. 

Установлены кинетические закономерности процесса вакуум-сублимационной сушки ферментного 

препарата инулиназы Bacillus polymyxa 29. Решена математическая модель нестационарного процесса де-

сублимации при вакуум-сублимационной сушке ФП, позволяющая прогнозировать изменение толщины 

десублимата и коэффициента теплообмена во времени на межфазной поверхности десублиматора. 

Предложен алгоритм управления биотехнологией получения ферментных препаратов на базе паро-

компрессионного теплового насоса, обеспечивающий повышение энергетичекой эффективности сов-

местно протекающих процессов ферментации и вакуум-сублимационной сушки (Пат. РФ № 2480520, Пат. 

РФ № 2484129), обеспечивающий повышение энергетической эффективности совместно протекающих 

процессов культивирования, ультрафильтрации и вакуум-сублимационной сушки. 

Получен препарат инулиназы с активностью 1315-1325 ед/г. Исследован процесс кислотной и тер-

мической инактивации препарата. При 40 °С и рН 7,0 активность фермента за 120 ч снижалась на 25,0 % и 

на 55,0 % при рН 6,0. Инулополимексин можно использовать для гидролиза инулинсодержащего сырья до 

фруктозы с целью замены сахарозы в рецептурах продуктов питания диабетического назначения. 
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Разработанная нами технология извлечения нативных крахмалов из зерна гладко- и морщини-

стосемянных форм гороха [2] предполагает получение таких побочных продуктов как семенные обо-

лочки и зародыши, представляющие собой биологически ценное сырье, которое может найти приме-

нение в других отраслях промышленности.  

В процессе замачивания зерна активизируются ферменты, которые расщепляют сложные запасные 

вещества на более простые (аминокислоты, жирные кислоты, простые сахара), при этом значительно 

возрастает содержание витаминов, синтезируемых зародышем. Необходимость максимального отделе-

ния зародыша в процессе производства крахмала обусловлена высокой активностью и лабильностью  

содержащихся в нем соединений, следствием чего является высокая окисляемость и гидролизуемость 

липидного комплекса, что приводит к снижению качества получаемых крахмалопродуктов [1]. 

Зародыши, полученные в процессе переработки зерна гороха на крахмал, высушивали при темпера-

туре 18 … 20ºС до влажности не более 11,0 %, измельчали с помощью лабораторной мельницы ЛЗМ-1М 

до тонкой муки, просеивали через сито из шелковой ткани №43 и упаковывали в бумажные пакеты. 
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Дальнейшие исследования показали, что данное вторичное сырье отличается повышенным со-

держанием белка, липидов, жирорастворимых витаминов А и Е, каротиноидов, витамина В1. Белки 

зародышей полноценны по таким незаменимым аминокислотам как треонин, лейцин, тирозин, фенил-

аланин и лизин [4]. 

Семенные оболочки как побочный продукт переработки зерна гороха, являются перспективным 

сырьем для получения пектиновых веществ. 

Подготовка оболочек гороха к выделению пектина заключалась в их очистке от механических при-

месей, а при влажности более 8,0 % – сушке при температуре не более 80°С; хранении и измельчении.  

Нами установлено, что оболочки гороха, предназначенные для извлечения пектиновых веществ, 

могут храниться в течение 10 мес. при относительной влажности воздуха не более 70,0 % и темпера-

туре 5 … 20ºС [3]. Измельчение оболочек до размера частиц не более 1 мм способствует наиболее 

полному извлечению пектиновых веществ из подготовленного сырья. 

При исследовании различных концентраций раствора соляной кислоты для гидролиза-экстрагирова-

ния пектина из оболочек гороха установлено, что 2,0 %-ная концентрация соляной кислоты является опти-

мальной для данного процесса, так как обеспечивает наибольший выход пектиновых веществ из сырья.  

Гидролиз-экстрагирование пектиновых веществ проводили 2,0 %-ным водным раствором соля-

ной кислоты при гидромодуле 1:7, рН 1,2 … 1,5, температуре гидролизуемой смеси 75 … 78ºС. Про-

должительность гидролиза составила 110 … 120 мин [3]. 

По окончании гидролиза полученный гидролизат центрифугировали в течение 10 мин при 

3000 об./мин с получением твердой фазы и пектинового экстракта. Твердую фазу многократно промы-

вали водой до рН 7,0, высушивали и просеивали, получая нерастворимые пищевые волокна. Пектино-

вый экстракт охлаждали до комнатной температуры. 

Коагуляцию пектина проводили этиловым спиртом 96,0 % об. при температуре 8 … 10°С в тече-

ние 10 мин. Образующийся осадок пектина отделяли от спиртового раствора путем фильтрования. На 

следующей стадии производили двухфазную очистку пектина с использованием этилового спирта кон-

центрацией 70,0 и 96 % об. по 30 мин, соответственно. 

Затем пектин высушивали при температуре 18 … 20ºС в течение 5 … 6 ч до влажности не более 

13,0 %, измельчали до частиц размером не более 0,5 мм и просеивали через сито из шелковой ткани 

№140, получая порошок светло-желтого цвета, который упаковывали в бумажные пакеты. Хранение пек-

тина осуществляли при температуре 5 … 20°C и относительной влажности воздуха не более 70,0 % вслед-

ствие его высокой гигроскопичности. Продолжительность хранения пектина составляла не более 12 мес. 

Качественные характеристики пектиновых веществ, выделенных из семенных оболочек гороха, 

соответствуют требованиям к высокоэтерифицированным пектинам [2]. Также они отличаются повы-

шенной сорбционной способностью по отношению к ионам тяжелых металлов, что определяет целесо-

образность их использования в составе пищевых продуктов функционального назначения. 

Таким образом, реализация технологий переработки побочных продуктов производства крах-

мала позволяет не только снизить экологический и экономический ущерб от неиспользованных отхо-

дов, но и повысить биологическую ценность и расширить ассортимент пищевых продуктов. 

Результаты исследований получены в рамках государственного задания Минобрнауки России. 

 

ЛИТЕРАТУРА 

 

1. Шаззо, А.А. Разработка технологии переработки зародышей зерна кукурузы и изучение по-

требительских свойств получаемых продуктов и БАД. автореф. дис. … канд. техн. наук: 05.18.15 / 

Шаззо Адам Асланович. – Краснодар, 2011. – 27 с. 

2. Шелепина, Н.В. Научно-практическое обоснование эффективных способов переработки 

зерна современных сортов и форм гороха. автореф. дис. … доктора с.-х. наук: 05.18.01 / Шелепина 

Наталья Владимировна. – Мичуринск-наукоград РФ, 2014. – 33 с. 

3. Шелепина, Н.В. Разработка технологии и оценка качества пектиновых веществ из семенных 

оболочек зерна гороха / Н. В. Шелепина // Ученые записки Орловского государственного универси-

тета. Серия. Естественные, технические и медицинские науки. – 2013. – №6 (56). – С. 182-186. 

4. Шелепина, Н.В. Характеристика зародышевых продуктов из зерна гороха / Н.В. Шелепина // 

Вестник КрасГАУ. – 2013. – №.8. – С. 90-94. 



Актуальная биотехнология 

№3 (14), 2015 

Приём материалов статей по адресу: actbio@mail.ru  

81 

УДК 602.4:628.35:664 
 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АНАЛИТИЧЕСКИХ И МЕТРОЛОГИЧЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК 
МЕДИАТОРНОГО БПК-БИОСЕНСОРА НА ОСНОВЕ АКТИВНОГО ИЛА 

 

А.С. Зайцева, А.Д. Туровская, В.А. Арляпов 
 

ФГБОУ ВО «Тульский государственный университет», Тула, Россия 
 
Определение биохимического потребления кислорода (БПК) в воде является важным парамет-

ром контроля загрязненности воды. В настоящее время существует несколько стандартных методик 
определения БПК [1], которые характеризуются значительной сложностью и продолжительностью 
анализа (от 5 до 20 суток); высокой погрешностью измерений (от 13 до 25 %). По данным причинам 
возможны экологически опасные ситуации. В связи с этим возникает необходимость в создании про-
стого, высокоточного и экспрессного метода определения БПК с возможностью дальнейшей автома-
тизации. Таким методом является определение БПК с помощью биосенсоров [2-3], однако использова-
ние таких устройств сильно ограничено высоким значением нижней границы определяемых концен-
траций, которое находится в пределах 5-6 мг/дм3, что недостаточно для анализа очищенных сточных 
вод, где значение БПК составляет 0,5-1 мг/дм3. 

Целью данной работы является разработка экспресс-анализатора для определения биохимического по-
требления кислорода на основе медиатора нейтрального красного и клеток микроорганизмов активного ила. 

В основу лабораторной модели БПК-биосенсора положен амперометрический метод анализа ре-
гистрации окислительной активности биологического материала. Данный подход позволяет произво-
дить высокоточные измерения в микроамперном диапазоне токов, используя миллиграммовые коли-
чества биомассы. В измерительную ячейку с растворенным медиатором нейтральным красным в ка-
лий-натрий фосфатном буферном растворе (рН 6,8) помещены рабочий угольно-пастовый электрод с 
адсорбированными клетками микроорганизмов и хлоридсеребряный электрод сравнения. Электроды 
подключены к гальванопотенциостату «IPC Micro», поддерживающему в системе постоянный потен-
циал 335 мВ. При введении аналита, микроорганизмы окисляют его, образованные электроны перено-
сятся на рабочий электрод посредством медиатора, при этом возрастает сила тока в системе, амплитуда 
которой выбрана в качестве аналитического сигнала. 

В данной работе предлагается использовать одноклеточные микроорганизмы активного ила, так 
как они способны потреблять тот или иной компонент загрязнённой пробы, что позволяет повысить 
универсальность анализа. В качестве медиатора выбран нейтральный красный, использование кото-
рого приводит к снижению рабочего потенциала измерений с 700 мВ (кислородный электрод) до 
335 мВ (электрод на основе нейтрального красного), что позволяет снизить риск протекания побочных 
реакций с участием электроактивных примесей.  

Впервые определены характеристики рецепторного элемента, сформированного на основе кле-
ток активного ила, полученного с очистных сооружений Тульского Городского Водоканала, адсорби-
рованного на угольно-пастовый электроде. Относительное стандартное отклонение амплитуды изме-
нения силы тока, генерируемого в системе, в результате добавления субстрата составляет 2,5%, что 
указывает на стабильность получаемого аналитического сигнала (допустима величина относительного 
стандартного отклонения 5%). Сенсор калибровали по стандартному раствору глюкозо-глутаматной 
смеси (ГГС), содержащей суммарно 300 мг/дм3 глюкозы и глутаминовой кислоты (1:1), что соответ-
ствует значению БПК 205 мг/дм3, согласно ПНДФ [1]. Диапазон определяемых значений БПК, реги-
стрируемый разработанным сенсором составил 0,01-140 мг/дм3, что позволяет использовать данное 
устройство для экспресс-анализа очищенных вод. Показано, что рецепторный элемент на основе ак-
тивного ила в условиях медиаторного переноса электронов способен окислять широкий спектр орга-
нических соединений, что приводит к воспроизводимости результатов анализа полученных с исполь-
зованием разработанного сенсора и результатов стандартного метода. При апробации разработанного 
сенсора на образцах сточных вод очистных сооружений установлено, что полученные результаты 
имеют высокую корреляцию со стандартной методикой (R=0,9997), при этом время анализа сокращено 
с 5 суток до 5-10 минут. Срок эксплуатации рецепторного элемента не менее 58 суток, что соизмеримо 
с параметрами современных аналогов. Разработанный БПК-биосенсор превосходит мировые коммер-
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ческие аналоги («QuickBOD α1000», «BOD-3300», «HABS-2000», «ARAS», «BODypoint» [3]) по чув-
ствительности (нижняя граница определяемых значений БПК 0,004 мг/дм3), что позволяет применять 
данный анализатор для экспресс-анализа очищенных вод. Лабораторная модель БПК-сенсора может в 
дальнейшем может использоваться для оснащения промышленных предприятий, систем водоочистки, 
службами санитарно-эпидемиологического контроля. 

Работа выполнена при поддержке Федеральной целевой программы «Исследования и разработки 
по приоритетным направлениям развития научно-технологического комплекса России на 2014 - 2020 
годы», проект № 14.574.21.0062 и гранта РФФИ, договор № Ор 15-38-50976/15.  
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Молочная промышленность является одной из энергоемких отраслей промышленности. Кроме 

того, в последние годы все актуальнее становится вопрос дефицита молочного сырья в связи с чем, 

возникает необходимость в более рациональном его использовании. Поэтому все чаще обращаются к 

одной из самых острых на сегодняшний день, даже для промышленно развитых стран, проблеме раци-

онального использования молочной сыворотки – вторичного молочного сырья при производстве, пре-

имущественно, сыра и творога.  

Молочная сыворотка, содержит около 50% наиболее ценных сухих веществ молока. Практиче-

ски вся лактоза, легкоусвояемые сывороточные белки, содержащие незаменимые аминокислоты, ми-

неральные вещества и большая часть витаминов переходят из молока в сыворотку. В то же самое время, 

обладающая уникальными пищевыми свойствами, не переработанная, сливаемая в водоемы сыворотка 

является сильнейшим загрязняющим агентом, так как органические вещества сыворотки для своего 

окисления потребляют очень большое количество кислорода, ухудшая тем самым условия развития 

флоры и фауны водоемов, так, к примеру, 1 т сыворотки по сложности утилизации соответствует 

100…150 т бытовых сточных вод. Таким образом, предприятия молочной промышленности могут 

явиться источниками интенсивного загрязнения гидросферы. [1,2]. Здесь следует еще раз отметить, что 

с сывороткой теряется половина сухих веществ молока, переработанного на творог, или сыр. Причем 

это наиболее ценные его пищевые ингредиенты. Предприятия же, перерабатывающие сыворотку, во-

первых, освобождаются от штрафных санкций за слив сыворотки со сточными водами, Во-вторых, по-

лучают дополнительно весомое количество бесплатного молочного сырья, в-третьих, не нарушают 

экологию, в-четвертых, повышают пищевую ценность выпускаемых продуктов, т. к. насыщают цен-

нейшими легкоусвояемыми сывороточными белками и другими ценнейшими инградиентами. Таким 

образом, решение вопросов переработки сыворотки, особенно с применением энергосберегающих тех-

нологий является, в настоящее время, весьма актуальным.  
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Особенно прибыльной для предприятий может быть переработка сыворотки и ее использование в 

производстве гуманизированных пищевых продуктов. Однако, избыточное количество солей и лактозы в 

натуральной сыворотке делает невозможным широкое применение ее в качестве основных ингредиентов 

для таких продуктов. Удаление же солей и избыточной лактозы из сыворотки может сделать ее незамени-

мой основой продуктов функционального назначения. Целью работы является разработка энергосберега-

ющей технологии производства низколактозной деминерализованной молочной сыворотки. 

В настоящее время известно несколько способов освобождения сыворотки от избыточной лак-

тозы и солей. Например, известен способ производства сухой делактозированной деминерализованной 

сыворотки, которая является вторичным продуктом производства лактозы из сыворотки. При этом сы-

воротку освобождают от избыточного количества белка, концентрируют вакуум выпариванием, кри-

сталлизуют, отделяют кристаллы лактозы, далее деминерализуют и сушат. Содержание белка в полу-

ченном продукте достигает 35% [3]. 

Известен патент США на способ производства продукта из молочной сыворотки, который вклю-

чает следующие этапы: поступление сыворотки, электродиализ, вакуум-выпаривание, кристаллиза-

цию, центрифугирование. Электродиализ позволяет удалить 30- 50% солей. Вакуум-выпаривание кон-

центрирует сыворотку до 40-60% содержания сухих веществ, что обеспечивает эффективность про-

цесса кристаллизации лактозы. Полученный концентрат охлаждают до осаждения не менее 40% сухих 

веществ. Осажденную лактозу отделяют путем фильтрации, декантации или на центрифуге [4]. 

Нами разработан новый энергосберегающий способ получения низколактозной деминерализо-

ванной молочной сыворотки, включающий следующие этапы: поступление сыворотки, нанофильтра-

цию, кристаллизацию, совмещенную с выпариванием, отделение лактозы центрифугированием с воз-

можной последующей сушкой обоих продуктов как лактозы, так и низколактозной деминерализован-

ной сыворотки. Нанофильтрация является наиболее энергоэффективным и не нарушающим состава 

сыворотки способом концентрирования продуктов. Одновременно с концентрированием сыворотки 

при нанофильтрации осуществляется и частичная деминерализация, при этом сохраняются все осталь-

ные составные части сыворотки. Использование нанофильтрации позволяет удалить до 50 % солей и 

80 % влаги, а также сконцентрировать сыворотку до 25-30 % содержания сухих веществ [5]. 

В соответствии с предлагаемым способом разработан кристаллизатор с воздушным и водяным 

охлаждением и подогревом, в котором наряду с оптимизацией процесса кристаллизации имеет место 

интенсивное выпаривание кристаллизата.  

Аппарат состоит из двух колонок. Внутри колонок расположены барботеры, представляющие 

собой перфорированные цилиндрические вставки с тангенциальной подачей горячего воздуха с тем-

пературой 60ºС и холодного воздуха с температурой 10ºС. Для этого отверстия в барбатере располага-

ются по касательной к внутренней поверхности вставок. Такая конструкция барбатера позволяет за-

кручивать кристаллизат внутри колонки, увеличивая скорость движения кристаллизата, создавая при 

этом лучшие условия для кристаллизации. Горячий и холодный воздух получается при прохождении 

воздуха с комнатной температурой через вихревую трубу Ранка-Хильша. Одновременно с воздухом в 

рубашку каждой колонки подается горячая или ледяная вода. В рубашке расположена направляющая, 

благодаря которой вода циркулирует, закручиваясь в противоположную сторону от вращения продукта 

в колонке. Установка работает в циклическом режиме. В каждом цикле осуществляется попеременное 

охлаждение и нагревание каждой колонки. Холодный воздух барботируется через слой насыщенного 

раствора лактозы, а холодная вода подается в рубашку колонны, обеспечивая кристаллизацию рас-

твора. Аналогичным образом, с помощью горячего воздуха и горячей воды получают высокую темпе-

ратуру насыщенного раствора лактозы, обеспечивая его выпаривание. По истечении половины цикла 

осуществляется реверс подачи теплоносителей: холодные воздух и вода начинают подаваться во вто-

рую колонну, а горячие – в первую [6]. Циклический режим работы обеспечивает равномерное выпа-

ривание раствора и кристаллизацию лактозы в каждой колонке, кроме того, циклические колебания 

температуры интенсифицируют процесс кристаллизации лактозы, увеличивая её выход и позволяя по-

лучить равномерный гранулометрический состав, и повышает производительность установки [7]. 

Предполагается постепенно заполненять кристаллизатор сывороткой, сгущенной до содержа-

ния сухих веществ 20-30 % и обессоленной на нанофильтрационной установке. В процессе кристал-

лизации уже подсгущенная при нанофильтрации сыворотка будет концентрироваться до содержания 

сухих веществ 55% [8].  
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Отличительной особенностью данного кристаллизатора является возможность концентрирова-
ния сыворотки в процессе кристаллизации, что позволяет заменить дорогостоящее вакуум-выпарива-
ние нанофильтрацией, с последующим выпариванием в кристаллизаторе. Благодаря снижению расхода 
пара и воды экономическая эффективность предложенного способа повышается в несколько раза по 
сравнению с традиционным способом. 
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Субкритический автогидролиз можно рассматривать как экологичный метод извлечения углево-

дов из лигноцеллюлозного сырья. Неизбежным процессами, протекающими при термическом воздей-
ствии на такие компоненты как моносахариды, являются их вторичные превращения. 

Целью работы явилось изучение влияния температуры обработки соломы пшеницы водой в 
субкритических условиях на состав продуктов превращения углеводов. 

В работе использовали солому пшеницы, собранную по окончанию вегетационного периода на 
территории Иркутской области. Эксперименты выполняли в статическом режиме на лабораторной экс-
тракционной установке в интервале температур 140-350 °С, давлении 30 МПа и продолжительности 10 
минут. В результате автогидролиза получали жидкие и твердые продукты. 

Установлено, что в условиях автогидролиза при температурах до 200 °С основным процессом 
является гидролиз полисахаридов, с образованием моно- и олигосахаридов, среди которых преобла-
дают продукты гидролиза гемицеллюлоз, а при повышении температуры - вторичные превращения 
сахаров с образованием спиртов, оксикислот и продуктов дегидратации углеводов. По данным метода 
ГХ-МС кроме моно- и олигосахаридов в составе жидких продуктов присутствуют алканы, аминокис-
лоты, многоатомные спирты, одно-, двух- и трехосновные и высшие карбоновые кислоты, гидрокси-
кислоты, а также ароматические (фенольные) соединения. Суммарное содержание этих соединений в 
составе жидких продуктов зависит от температуры автогидролиза.  
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Независимо от условий автогидролиза преобладающими являются спирты и карбоновые кис-

лоты. Четко прослеживается увеличение доли карбоновых кислот, спиртов и ароматических соедине-

ний с повышением температуры (таблица 1). 

Т а б л и ц а  1 

 Компонентный состав жидких продуктов автогидролиза соломы пшеницы, в % отн. 

Наименование 
Температура, °С 

140 200 270 330 

Карбоновые кислоты: 7,9 11,2 11,7 15,5 

Одноосновные  0,4 0,3 2,7 5,0 

Двухосновные  2,6 3,7 5,7 5,2 

Трехосновные  0,6 1,4 0,0 0,0 

Оксикислоты 4,0 5,7 2,8 4,7 

Аминокислоты 0,3 0,1 0,5 0,5 

Спирты 8,5 11,8 10,8 18,5 

Ароматические соединения 1,4 1,4 6,0 8,1 

Алканы 0,2 0,0 0,2 0,2 

Лактоны  2,3 3,8 2,2 3,7 

 

Оксикислоты и карбоновые кислоты могут быть продуктами разложения биомассы соломы, уг-

леводов и аминокислот. Среди оксикислот в преобладающих количествах содержаться яблочная и гли-

цериновая. Валериановая, энантовая, пальмитиновая, олеиновая и стеариновая карбоновые кислоты 

составляют большую долю среди одноосновных карбоновых кислот. Содержание двухосновных кар-

боновых кислот в составе жидких продуктов выше и колеблется в пределах от 33 до 49 % отн. от суммы 

идентифицированных карбоновых кислот. Из двухосновных карбоновых кислот в преобладающих ко-

личествах присутствуют янтарная, фумаровая и глутаровая. Трехосновные карбоновые кислоты пред-

ставлены изолимонной кислотой. Можно предположить, что присутствующие разнообразные кислоты 

влияют на значения рН-среды жидких продуктов автогидролиза соломы. Данная закономерность 

наблюдалась для автогидролиза в динамических условиях [2]. 

Источником алканов (С12-С16), спиртов и жирных кислот вероятнее всего является жиро-воско-

вой слой, который находится на поверхности соломины и легко разрушается уже при низких темпера-

турах автогидролиза. Среди спиртов обнаружены глицерин, 2-метил-бутандиол-1,3, сорбит, инозитол 

и некоторые другие. 

Аминокислоты (валин, серин, глицин, аминомалоновая кислота и глутамин), также присутству-

ющие среди идентифицированных соединений, относятся к экстрактивным веществам соломы и обра-

зуются вследствие деполимеризации растворимых в воде белков и пептидов, что согласуется с литера-

турными данными [3].  

Вещества ароматической природы, такие как бензойная, 3-оксибензойная, ванилиновая, сирене-

вая кислоты, пирокатехин и некоторые другие, являются, вероятно, низкомолекулярными продуктами 

делигнификации. 

Продуктами превращения пентоз является фурфурол, а гексоз – 5-оксиметилфурфурол. Согласно 

данным ГХ-МС в жидких продуктах они не обнаружены, присутствуют продукты внутримолекуляр-

ной дегидратации оксикислот – лактоны триоксибутановой, 2,4,5-триокси-2-оксиметилпентановой, 

тетраоксипентановой и 2,4,5,6-тетраоксигексановой кислот. 
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БИОТЕХНОЛОГИЯ ДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕИНОВОЙ КИСЛОТЫ 

 

А.И. Албулов, М.А. Фролова, А.В. Гринь 

 

ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский и технологический институт биологической  

промышленности», Щелково, Россия 

 

Одним из механизмов старения организма являются сдвиги обмена нуклеиновых кислот, прояв-

ляющиеся снижением синтеза дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК). В этой связи большой интерес 

представляет использование в составе биологически активных добавок к пище и специализированных 

пищевых продуктов ДНК, которая, являясь продуктом природного происхождения с высокой биоло-

гической активностью, стимулирует иммунную устойчивость организма к заболеваниям, вызываемым 

общей ослабленностью организма, повышает его сопротивляемость к инфекциям и к действию небла-

гоприятных факторов внешней среды. 

Основным недостатком большинства известных в настоящее время способов получения ДНК яв-

ляется то, что они предназначены для использования в лабораторных условиях и не рассчитаны на полу-

чение целевого продукта в промышленных масштабах. Основная часть этих методов позволяет получать 

высокомолекулярную ДНК, которая имеет ограниченную область применения и используется в генной 

инженерии и научно-исследовательских работах по молекулярной биологии и генетике [1-5]. 

В качестве сырья для получения ДНК нами были использованы молоки лососевых рыб. При отра-

ботке параметров технологического процесса основными критериями являлись содержание основного ве-

щества в препарате ДНК и выход готового продукта. Было изучено влияние на эти показатели таких пара-

метров, как соотношение компонентов реакционной среды, температура и продолжительность процесса. 

Разработанный технологический процесс включает в себя измельчение предварительно размо-

роженного сырья на коллоидной мельнице, гидролиз протеолитическим ферментом трипсин при сле-

дующем соотношении компонентов: молоки лососевых рыб : вода : трипсин = 40:59,88:0,12 в течение 

3 часов при 45°С и при рН 8-9 с последующим отделением балластных белков и липидов центрифуги-

рованием на проточной центрифуге, фильтрацией через бельтинг-ткань и высушиванием раствора 

ДНК на лиофильной или распылительной сушке. На способ получения ДНК из молок лососевых рыб 

получен патент РФ [6]. 

   Т а б л и ц а 1 
 

Органолептические и физико-химические показатели кислоты дезоксирибонуклеиновой  

из молок лососевых рыб, изготовленной по технологии ВНИТИБП 
 

Наименование показателей Характеристика и норма 

Внешний вид Аморфный порошок 

Цвет От белого до светло-коричневого 

Запах Свойственный данному продукту с рыбным оттенком 

Массовая доля влаги, %, не более 8,0 

Массовая доля ДНК, %, не менее 40,0 

Массовая доля золы, %, не более 15,0 

Массовая доля общего азота, %, не менее,  

из которых азот ДНК, %, не менее 

12,0 

6,0 

Массовая доля жира, %, не более 1,0 



Актуальная биотехнология 

№3 (14), 2015 

Приём материалов статей по адресу: actbio@mail.ru  

87 

Санитарно-эпидемиологическая экспертиза, а также исследования показателей безопасности и 
качества ДНК, изготовленного по разработанной технологии, проведенные в НИИ питания РАМН, по-
казали соответствие исследуемого препарата действующим законодательным актам и нормативным 
требованиям, установленным для пищевого сырья. На основании Экспертного заключения НИИ пита-
ния РАМН Федеральной службой по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия чело-
века выдано Свидетельство о государственной регистрации на Дезоксирибонуклеиновую кислоту, 
предназначенную для использования в пищевой промышленности при производстве биологически ак-
тивных добавок к пище и специализированных пищевых продуктов. 

В настоящее время на производственном участке отдела получения биологически активных ве-
ществ ВНИТИБП налажен выпуск ДНК пищевого качества. 
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Известно, что в активном иле содержатся белки 37-52%, аминокислоты 20-35%, а также вита-
мины группы В. Данные приведены в % на сухое вещество. Он может быть использован для кормления 
животных, рыб и птиц. Разработаны различные технологические схемы получения белково-витамин-
ного кормового продукта (белвитамила), производства смеси кормовых дрожжей с илом и получения 
технологического витамина В12 для комбикормовой промышленности. Схема получения гранулиро-
ванного белвитамила приведена на рисунок 1. Как следует из рисунка избыточный активный ил из 
отстойника поступает в уплотнитель, затем на центрифугу, где сгущается до влажности 70-80%. После 
этого он поступает в шнековый гранулятор и в сушилку, где при 120-200°С высушивается до остаточ-
ной влажности 5-10%. Продукт упаковывают, а газы очищают в циклонах. Витамин В12 (кабаламин) 
является антианемическим средством, стимулирует и регулирует процесс кроветворения, участвует в 
белковом обмене и в обмене углеводов, оказывает действие на рост, регулирует основные обменные 
процессы в печени, влияет на сохранение нормальной деятельности нервной системы. Витамин В12 
имеет формулу С63Н88O14РСо. Его молекулярная масса 1357. Ранее В12 извлекали из печеночных экс-
трактов, в настоящее время из культуральной жидкости антибиотиков. 

Получение витамина В12 состоит из нескольких стадий. Активный ил уплотняют до влажности 95-
96 %, затем подкисляют серной кислотой до рН = 3 и направляют в реактор, где подогревают паром до 
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110°С. После охлаждения из ила в центрифуге отделяют твердые частицы, которые сушат, дробят и затем 
используют как удобрение, а фильтрат направляют в коагулятор, где обрабатывают щелочью до рН = 5. В 
коагуляторах массу отстаивают 1-6 часов, затем осадок отделяют на центрифуге и перерабатывают в удоб-
рение, а фильтрат выпаривают, обрабатывают щелочью, сушат и дробят. Готовый продукт расфасовывают. 

 

Рисунок 1 - Схема установки для получения белвитамила в виде гранул: 1 ‒ вторичный отстойник; 2, 5 ‒ насосы; 
3 ‒ уплотнитель; 4 ‒ емкость; 6 ‒ центрифуга; 7 ‒ шнековый гранулятор; 8 ‒ сушилка; 9 ‒ циклон; 10 ‒ батарейный 
циклон; 11 ‒ шнековый транспортер 

 
Для повышения качества дрожжей, обогащения их витамином В12 готовят смеси дрожжей с ак-

тивным илом. Смесь готовят смешением сухих компонентов дрожжей и ила в соотношении 10:1. При 
этом обеспечивается необходимое количество в смеси витамина В12. Кормовая смесь может быть при-
готовлена смешением сгущенных компонентов дрожжей с илом (рисунок 2).  

 

Рисунок 2 - Схема получения кормовых дрожжей с активным илом: 1 ‒ вторичный отстойник; 2 ‒ емкость;  
3, 5 ‒ насосы; 4 ‒ смеситель; 6 ‒ сушилка; 7 ‒ шнек 

 
Активный ил влажностью 96.5% из вторичных отстойников направляют в емкость, откуда насосом 

подают в смеситель, в который поступают и концентрированные дрожжи. Образующуюся смесь сушат. 
Для получения белка экстракционным способом сгущенный активный ил обрабатывают соляной 

кислотой так, чтобы концентрация ее после перемешивания равнялась децинормальной. В таких усло-
виях смесь выдерживают 24 часа при периодическом перемешивании. После отделения воды ил обра-
батывают 0.1 Н раствором NaОН и выдерживают сутки. После этого щелочную жидкую фракцию, от-
деленную от ила, нагревают до 80-90°С, а затем охлаждают до 25°С и осаждают белок, добавляя 10%-
ную соляную кислоту до рН = 4.6‒4.7. Белок высушивают и расфасовывают. 

Для получения активного угля высушенный избыточный активный ил подкисляют и смешивают 
с формальдегидом. Далее проводят карбонизацию, то есть пиролиз в печах без доступа воздуха при 
700-800 °С. Чем выше температура, тем плотнее получают материал. При этом из-за уменьшения объ-
ема пор его реакционная способность снижается. В процессе карбонизации выделяются летучие соеди-

нения. При 600 °С летучие составляют  70 % от исходного вещества (28 % ‒ смолы, 25 % ‒ вода и 

17 % ‒ газы), а оставшийся карбонизат (30 %) на 4/5 состоит из углерода. Карбонизат подвергают 
активации кислородом, водяным паром или диоксидом углерода. Оптимальная температура активации 
750‒1000 °С. После активации производят тонкий размол и рассев материала. Для получения гранули-
рованного угля порошкообразный материал после карбонизации смешивают со связующим, формуют 
гранулы, а затем активируют. 
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В настоящее время наряду с традиционными приемами воспроизводства ценных форм и сортов 

лесных древесных растений используют метод культуры изолированных органов и тканей (клональное 

микроразмножение растений). К преимуществам этого метода относятся: быстрота производства, ис-

ключение вирусных заболеваний, потребность в малом количестве инициальных эксплантов и ограни-

ченность площадей, возможность круглогодичного продуцирования посадочного материала. Необхо-

димость массового воспроизводства генетически улучшенных форм древесных растений с помощью 

культуры тканей для улучшения качественного состава лесонасаждений за счет получения клоновых 

растений, устойчивых к болезням и вредителям, стрессовым и техногенным факторам может ускорить 

воспроизводство лесных ресурсов, позволит получить генетически улучшенный материал значительно 

раньше, чем в обычных условиях. В последние годы особую значимость приобретают плантационные 

культуры березы, ольхи, тополя с коротким периодом ротации на получение мелкотоварной древесины 

для целей прессования, производства строительных деталей и целлюлозы. В Учебно-опытном лесхозе 

ВГЛТУ в 1997 году созданы испытательные культуры тополя и березы, в Новоусманском лесхозе – 

культуры ольхи черной и серой (рисунок 1, 2). Регенеранты in vitro получены Т.М. Табацкой и О.С. 

Машкиной в НИИЛГиС. Ежегодные наблюдения и исследования по использованию микроклонального 

размножения в лесокультурной практике быстрорастущих древесных пород в лесостепи можно сде-

лать следующие выводы: 

1. Наиболее ценными быстрорастущими породами для плантационного лесоразведения в лесо-

степи являются: береза повислая, лучшие сорта тополя и ольха черная. Биотехнология in vitro имеет 

принципиальное значение для размножения трудно размножаемых семенами и черенками хозяй-

ственно ценных форм и сортов древесных растений (рисунок 1). 

2. В Центральной лесостепи накоплен 18-летний опыт создания плантационных культур трудно 

укореняемого триплоидного сорта тополя сереющего Хоперский 1 регенерантами in vitro на серых лес-

ных супесчаных почвах Конь-Колодезского лесничества и на темно-серых лесных суглинистых почвах 

Правобережного лесничества. В 18 лет средняя высота деревьев тополя Хоперский 1 на супесях соста-

вила 24,0±0,45 м., средний диаметр 23,4 ± 1,36 см.; на суглинках соответственно 24,5±0,58 м. и 

35,0±0,85 см (рисунок).  

2. Установлено влияние происхождения посадочного материала (регенеранты in vitro, сеянцы) 

березы повислой на рост по высоте и диаметру. На серых лесных супесчаных почвах Конь-Колодез-

ского лесничества запас 18-летних плантационных культур березы повислой, созданных регенеран-

тами in vitro, составляет 198,6 м3/га, сеянцами – 91,6 м3/га, но качество стволов у сеянцев лучше, чем у 

регенерантов. 

3. Опыт создания культур березы карельской из регенерантов in vitro показал большое значение 

последних при получении специальных сортиментов.  

4. Экспериментально установлено, что в культурах ольхи черной и серой различия по высоте и 

диаметру регенерантов in vitro и сеянцев в возрасте 10 лет на темно-серых суглинистых влажных поч-

вах поймы реки Тавровка Новоусманского лесничества не существенны. Для ольхи биотехнология in 

vitro имеет значение при создании клоновых архивов хозяйственно-ценных форм, сортов; клоновых 

лесосеменных плантаций. 

5. Показано, что плодоношение клоновых лесосеменных плантаций ольхи, созданных регенеран-

тами in vitro начинается раньше на 2-3 года, чем у сеянцев.  
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Рисунок 1 – Регенеранты тополя Хоперский 1 (слева) и березы повислой (справа) 
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В настоящее время существуют определенные трудности в обеспечении предприятий биологиче-

ской промышленности трипсином российского производства. В течение последних лет внутреннее про-

изводство ферментных препаратов демонстрирует тенденцию к сокращению, что обусловлено значи-

тельной конкуренцией со стороны зарубежных фирм, предлагающих широкий ассортимент продукции. 

С целью получения трипсина, пригодного для применения в биотехнологии для диспергирования тка-

ней животных и птиц при получении культур клеток во ВНИТИБП была разработана технология получения 

трипсина, отличающаяся простотой, полным исключением применения растворителей и солей-осадителей 

ферментов, воспроизводимостью и низкими трудозатратами. На одном из этапов технологического процесса 

получения трипсина был использован метод отделения высокомолекулярных соединений от низкомолеку-

лярных в жидкой фазе с использованием селективных мембран, что привело к значительному упрощению 

технологического процесса и повышению специфической активности конечного продукта [1-6]. Новизна ис-

следований по разработке способа получения трипсина подтверждена Патентом РФ [7]. 

В качестве исходного сырья для получения трипсина использовали поджелудочную железу от 

убойных животных (крупный рогатый скот и свиньи). Ультрафильтрацию раствора трипсина осу-

ществляли с использованием полупроницаемых мембран в виде полых волокон из полиамида с преде-

лом задержания по белку 15, 30 и 100 кДа. Сухую форму препарата получали методом высушивания 

по разработанному нами режиму. 



Актуальная биотехнология 

№3 (14), 2015 

Приём материалов статей по адресу: actbio@mail.ru  

91 

Испытания диспергирующих свойств ферментного препарата трипсина в ФГУП «Ставрополь-
ская биофабрика» и ФГУП «Армавирская биофабрика» показали его эффективность. Испытуемый пре-
парат был не токсичен и обладал активными диспергирующими свойствами (таблица 1). 

   Т а б л и ц а 1 
Результаты испытания препарата трипсина производства ВНИТИБП для дезагрегации  

почек телят (ПТ) и фибробластов куриных эмбрионов (ФКЭ) 
 

№ 
опыт

а 

Тип 
культуры 

Выход клеток  
из 1 мг ткани, 

млн/г 

Срок 
образования 

монослоя, сут. 

Морфология 
клеток 

Посевная 
концентрация 

клеток, тыс./мл 

Жизнеспо-
собность кле-

ток, % 

1 ПТ 45 6 без изменений  600 80 

2 ПТ 40 6 без изменений 700 75 

3 ПТ 50 6 без изменений 550 82 

4 ФКЭ 35 2 без изменений 2000 84 

5 ФКЭ 40 2 без изменений 1800 80 

6 ФКЭ 38 2 без изменений 2000 82 

 
Промышленная технология получения трипсина освоена в условиях опытного производства в 

отделе получения биологически активных веществ ВНИТИБП, разработаны и утверждены в установ-
ленном порядке нормативная документация «Технологический регламент на производство фермент-
ного препарата трипсин» и «Методические рекомендации по применению трипсина в биотехнологии 
при производстве препаратов ветеринарного назначения». 
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Основным способом борьбы с бешенством во всем мире признана вакцинопрофилактика. В этом 

году исполняется 130 лет с момента получения и применения Л.Пастером первой антирабической вак-
цины. За этот период были созданы и постоянно совершенствовались десятки различных вакцинных 
препаратов. Многолетний опыт иммунопрофилактики бешенства определил основные требования к 
антирабическим вакцинам - высокая иммуногенность, безопасность, стабильность при хранении, низ-
кая цена и удобство в применении. 
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В настоящее время мировое производство антирабических вакцин ветеринарного применения 

исчисляется сотнями млн.доз в год, доля России составляет около 10 %, что явно недостаточно. ВОЗ 

призывают к расширению производства безопасных и эффективных иммунопрепаратов, критическая 

нехватка которых существует на глобальном уровне.  

Отечественные антирабические вакцины, по своей безопасности и эффективности, в основном, 

соответствуют мировым стандартам и рекомендациям ВОЗ [1]. Многие вакцины, сохраняя свои назва-

ния, совершенствовались на протяжении десятилетий.  

Методами генной инженерии были созданы рекомбинантные и ДНК-вакцины против бешенства, 

которые биологически безопасны, устойчивы во внешней среде и индуцируют напряженный иммуни-

тет. Применение рекомбинантного вируса исключает попадание во внешнюю среду потенциально 

опасного генома вируса бешенства, поэтому наибольшее распространение они получили для перораль-

ной вакцинации диких плотоядных. Разработаны также субъединичные вакцины, полученные с ис-

пользованием трансгенных растений, которые в настоящее время проходят испытания на животных.  

Но вакцины нового поколения, несмотря на свои высокие характеристики, пока не нашли широ-

кого применения в ветеринарии, в основном по причине трудоемкости получения иммуногена и высокой 

себестоимости. Поэтому во многих странах продолжаются исследования по совершенствованию цельно-

вирионных препаратов и, используя современные достижения молекулярной биологии и биотехнологии, 

создаются новые высокоэффективные препараты [2].  

В нашей стране зарегистрированы и используются более десятка антирабических вакцин для жи-

вотных отечественного и зарубежного производства. Импортные вакцины Deferson (США), Rabies 

(Голландия), Rabisin (Франция) имеют высокую иммуногенную потенцию, и при условии хранения 2-

8 °С остаются активными от 18 месяцев до 3 лет, но по цене значительно превосходят отечественные.  

Во ВНИТИБП была разработана жидкая универсальная инактивированная антирабическая этанол-

вакцина УНИРЭВ, производство которой основано на современных биотехнологических методах - куль-

тивирование инфицированных вирусом бешенства (шт. «Щелково-51») клеток перевиваемой линии 

ВНК-21/13 в биореакторах суспензионным и псевдосуспензионным (на микроносителях) способами [3]. 

Испытания этанол-вакцины на биологические свойства, показали, что препарат не содержит живого ви-

руса, безвреден, не вызывает каких-либо аллергических реакций при введении животным, обладает вы-

сокой иммуногенной потенцией и антителоиндуцирующей активностью на уровне лучших зарубежных 

аналогов. В отличие от них не содержит антибиотики и токсичные ртутьсодержащие компоненты [4].  

Эффективность этанол-вакцины УНИРЭВ и ее производства была определена по нескольким по-

казателям (рисунок 1). 

Если учесть, что доля импорта ветеринарных вакцин растет с каждым годом и стоимость отече-

ственных вакцин значительно ниже зарубежных аналогов, универсальная вакцина против бешенства 

животных (УНИРЭВ) вполне может стать конкурентоспособной на отечественном рынке и найдет ши-

рокое применение в ветеринарной практике страны и за рубежом.  

 

 
Рисунок 1 - Критерии эффективности антирабической этанол-вакцины 
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Главной задачей производства этанола является получение качественного продукта при макси-

мальном гидролизе всех высокомолекулярных веществ зерна и минимальном расходе теплоэнергоре-

сурсов. Решение этой задачи достигается применением дополнительных ферментных препаратов. 

В состав биополимеров зерна ячменя входят крахмал, некрахмальные полисахариды  

(β- глюканы, пентозаны), белки. Все эти вещества находятся в прочном комплексе с крахмалом, за-

трудняют доступ основных ферментов (α-амилаз и глюкоамилаз) к полисахаридным цепям. Особенно 

высоко содержание пентозанов и β- глюканов в зернах ячменя. 

Недостаточный гидролиз некрахмалистых полисахаридов и белковых веществприводит к неудовле-

творительному разжижению замеса, снижению скорости осахаривания и, следовательно, к увеличению 

дозировки α - и глюкоамилаз, либо к задержке брожения и ухудшению показателей зрелой бражки. 

В качестве сырья для использовали ячмень с крахмалистостью 53,2 %, влажностью 13,5 %, степень 

измельчения 75–80 % . 

В качестве источника термолабильной α-амилазы использовали ферментный препарат Ликвамил 

1200С, источника протеаз - протеолитический ферментный препарат GC-106, для расщепления некрах-

малистых полисахаридов - комплексный препарат ВискоСтар 150 Л (β-глюканаза, ксиланаза, целлюлаза). 

Выше перечисленные ферментные препараты вносили в замес. 

Приготовление и разваривание замеса осуществляли по механико-ферментативной схеме. 

Определяли массовую долю сухих веществ в фильтрате с помощью рефрактометра. Как следует из 

полученных материалов, независимо от применяемого комплекса ферментов переход сухих веществ 

в растворимое состояние идет постепенно в течение всего анализируемого процесса и достигает мак-

симального значения к концу вводно-тепловой подготовки. При внесение на стадии водно-тепловой 

обработки ферментного препарата ВискоСтар 150 Л массовая доля сухих веществ в замесе увеличи-

вается на 12,8%, а ВискоСтар 150 Л и GC-106 на 17,2% по сравнению с контролем. При использова-

нии дополнительных ферментов крахмал становится более доступным для действия теплоты и α-ами-

лазы Ликвамила 1200С и более полно переходит в растворимое состояние. Под действием вносимых 

ферментов в растворимое состояние частично переходят β – глюканы, ксиланы и белки. Все это в 

совокупности увеличивает массовую долю растворимых сухих веществ в замесе. При использовании 

комплекса ферментных препаратов в процессе гидроферментативной обработки в растворимое со-

стояние переходят до 65 % спирторастворимых и до 95 % водорастворимых углеводов по отношению 

к общему содержанию углеводов в замесе. 
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БИОМАССА КЕФИРНЫХ ГРИБКОВ, КАК СПОСОБ ОБОГАЩЕНИЯ  
ПРОДУКТОВ ПИТАНИЯ 

 
Д.В. Зипаев, Т.С. Курмаева 

 
ФГБОУ ВПО «Самарский государственный технический университет», Самара, Россия 
 
Ритм жизни современного человека отличается высокими показателями занятости, которая зача-

стую приводит к тому, что времени на полноценный отдых и сон, а тем более на приготовление каче-
ственной пищи не хватает. Остро стоит вопрос обеспеченности витаминами, минеральными веществами, 
полноценными белками. В большинстве случаев рацион состоит из продуктов, отличающихся высокой 
степенью технологической переработки, которая позволяет сократить время приготовления пищи или 
полностью обойтись без термической обработки. Однако содержание полезных веществ в такой еде 
резко снижается. Отсюда развитие авитаминозов, белковой недостаточности, ожирения, заболевания 
сердечно-сосудитой системы и желудочно-кишечного тракта. К последним относится нарушение ба-
ланса полезных микроорганизмов, которое приводит к различного рода аутоиммунным заболеваниям. 

В течение последних семи лет на базе факультета пищевых производств Самарского государственного 
технического университета проводится разработка ряда новых способов получения различных продуктов  
питания и напитков с использованием биомассы кефирных грибков, выращенных на модельной среде. 

Кефирные грибки представляют собой естественный симбиоз четырех групп микроорганизмов: 
молочнокислые палочки, молочнокислые кокки, уксуснокислые бактерии и дрожжи. 

Биомасса кефирных грибков (БКГ) в процессе выращивания накапливает в своем составе вита-
мины группы В, насыщенные и ненасыщенные жирные кислоты, аминокислоты и минеральные веще-
ства, что делает её весьма ценной биологически активной добавкой при производстве продуктов пита-
ния с повышенной пищевой ценностью. 

Исходя из экспериментальных данных, наиболее подходящей базой для модельной питательной 
среды для увеличения прироста БКГ служит молочная сыворотка, а также сопутствующие компоненты 
– соли аммония, калия и карбамид в различной концентрации [1]. 

Как известно, Россия – это страна, которая всегда отличалась большим потреблением хлеба на 
душу населения. Поэтому полученная БКГ использовалась для обогащения именно хлеба. 

При использовании БКГ в качестве компонента рецептуры пшеничного хлеба он был подвержен 
процессу гомогенизации с целью подавления биологической активности используемой добавки. Гомо-
генизат БКГ вводили в опару для достижения наилучших физико-химических показателей хлеба. 

Полученные изделия обладают специфическим запахом и привкусом. Мякиш имеет равномер-
ную пористость, не влажный на ощупь, эластичный, после надавливания восстанавливает исходную 
форму. Кроме того, добавленный гомогенизат БКГ снижает развитие картофельной болезни хлеба [2]. 

В настоящее время большую популярность получили различные кисломолочные напитки, которые 
не только утоляют жажду и голод, но и служат источником витаминов и полезных микроорганизмов. 

Молочная сыворотка служит источником лактозы, молочных белков (α-лактоглобулин, β-лактоаль-
бумин, иммуноглобулины), при одновременном незначительном количестве молочного жира. Поэтому она 
была использована для получения сывороточного напитка с добавлением БКГ. Это сделано для обогаще-
ния сыворотки полезными веществами и создания полезной микрофлоры для желудочно-кишечного тракта 
организма человека. В качестве сокосодержащего наполнителя в рецептуре напитка использовался соко-
вый концентрат «Апельсин-Манго». Полученный напиток имеет ярко оранжевый цвет, отчетливо фрукто-
вый запах благодаря внесению фруктово-ягодного наполнителя, вкус напитка кисло-сладкий, фруктовый, 
без сывороточного привкуса. Срок годности сывороточного напитка с сокосодержащим наполнителем со-
ставляет 10 суток, коэффициент резерва как и для молочных скоропортящихся продуктов равен 1,5. Ис-
пользуемое сырье для получения сывороточного напитка было проанализировано на наличие антибиоти-
ков на приборе Delvotest, результаты которого показали их полное отсутствие в молоке [3]. 

Как известно, молочные продукты являются источником кальция, который отвечает за рост и 
крепкость костей и в совокупности с витамином D служит профилактикой остеопороза у взрослых и 
рахита у детей. К таким продуктам принадлежит сыр, относящийся к одному из популярных продуктов 
у российского потребителя. Поэтому был использован рассольный сыр, в рецептуру которого вноси-
лась БКГ как обогащающая добавка.  
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Органолептические показатели рассольного сыра, выработанного с использованием биомассы 

кефирных грибков, были следующие: внешний вид и консистенция – мягкая пластичная, мажущаяся, 

однородная по всей массе; вкус и запах – чистый кисломолочный, без посторонних привкусов и запа-

хов; цвет – белый, равномерный по всей массе [1]. 

Таким образом, использование БКГ в продуктах питания в качестве обогащающей добавки яв-

ляется перспективным направлением биотехнологии. 
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Углеводы, как известно, являются активными участниками обмена веществ, а также источни-

ками энергии в организме человека. В тоже время количество заболеваний, связанных с избыточным 

потреблением сахарозы, постоянно растет. В связи с этим разработка технологий получения безвред-

ных натуральных сахарозаменителей с функциональными свойствами является актуальной задачей. 

Изомальтулоза – природный заменитель сахара, который присутствует в меде и соке сахарного 

тростника. По сравнению с известными сахарозаменителями изомальтулоза отличается низким глике-

мическим индексом (2 ед), низкой калорийностью (2 ккал/г), чистым сладким вкусом, некариогенно-

стью, отсутствием тератогенного воздействия.  

Получают изомальтулозу из сахарозы путем биотрансформации с применением бактериального фер-

мента – сахарозоизомеразы, продуцируемого некоторыми микроорганизмами. В работе изучен процесс 

биотрансформации сахарозосодержащего сырья (тростниковый сахар-сырец, свекловичная меласса, сироп 

сахарного сорго) сахарозоизомеразой бактерий рода Erwinia для получения изомальтулозы. 

Установлено, что тростниковый сахар-сырец может выступать в качестве альтернативного суб-

страта в ферментативной реакции биотрансформации наряду с чистой сахарозой. Выход изомальту-

лозы при трансформации сахара-сырца был сопоставим с контролем и составил 97 % за 3,5 ч при оп-

тимальных условиях изомеризации (рН 6,0, 30 ºС, дозировка фермента 5 Е/мг сахарозы). В опыте со 

свекловичной мелассой и сиропом сахарного сорго наблюдалось ингибирование биотрансформации, 

степень трансформации к 3-му часу снижалась на 14,5 и 18,7 %, соответственно. С целью научного 

обоснования полученных результатов эксперимента нами исследовалось влияние некоторых несаха-

ров, сопровождающих тростниковый сахар-сырец, мелассу, сироп сахарного сорго на процесс био-

трансформации чистой сахарозы.  

Доказано ингибирующее воздействие ионов металлов (алюминий, железо), анионов неорганических 

кислот (нитратов, хлоридов, фосфатов), аминокислот (серин, аспарагиновая кислота), органических кислот 

(лимонная, уксусная кислоты) на процесс биотрансформации чистой сахарозы. Снижение степени изоме-

ризации сахарозы в присутствии исследуемых несахаров наблюдалось от 50 до 65 % по сравнению с кон-

тролем. Активирующее воздействие на сахарозоизомеразу и, как следствие, выход изомальтулозы было 



Актуальная биотехнология 

№3 (14), 2015 

 
 

96 

установлено для солей кальция и марганца в виде их сульфатов. Введение данных компонентов в раствор 

чистой сахарозы приводило к увеличению выхода изомальтулозы на 30,5 и 13,2 % соответственно.  

Полученные данные позволяют рекомендовать тростниковый сахар-сырец как альтернативную 

замену дорогостоящей сахарозы с целью получения изомальтулозы. В дальнейшем результаты экспе-

римента будут положены в основу исследований по оптимизации состава реакционной смеси в про-

цессе биотрансформации сахарозосодержащего растительного сырья для получения изомальтулозы. 
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Интенсивное развитие животноводства невозможно без создания полноценной кормовой базы, ко-

торая предусматривает организацию комплексного питания сельскохозяйственных животных. Традицион-

ные корма (зерновые, бобовые, растительная масса) не сбалансированы по своему макро-составу (содер-

жание липидов, белков). Помимо белка и других веществ энергетического и конструктивного обмена, они 

должны содержать определенные количества микроэлементов и витаминов. В сбалансированных кормах 

существенное место отводится витамину А и его предшественникам, так как эти компоненты питания поз-

воляют улучшить азотистый и углеводный обмен у животных. 

Каротиноиды являются биологически активными веществами, обладающими провитаминной ак-

тивностью и играющими важную роль в протекании физиологических процессов. Недостаток этих 

компонентов в рационе животных можно компенсировать путем внесения в состав кормов биомассы 

каротинсинтезирующих микроорганизмов. 

Анализ литературы показал, что перспективными источниками биологически активных веществ 

являются микроорганизмы, способные синтезировать и накапливать их в легкодоступной для сельско-

хозяйственных животных форме. Кроме того, находясь в комплексе с липидами – естественными ста-

билизаторами витаминов, каротиноиды в сухой биомассе защищены от разрушения и сохраняют свою 

биологическую активность [1]. Известно, что микроорганизмы способны использовать для роста раз-

личные источники питательных веществ, в том числе и компоненты растительного сырья. Данный вид 

возобновляемого сырья является ценным и перспективным субстратом для получения кормовых и био-

логически активных добавок на основе микроорганизмов. Учитывая возможность использования не-

кондиционного сырья и побочных продуктов сельскохозяйственной и пищевой промышленности, про-

блема их переработки является актуальной в настоящее время [2-5]. 

Ежегодно в разных регионах нашей страны после переработки растительного сырья образуется 

большое количество углеводсодержащих отходов. Использование вторичного растительного сырья 

для культивирования микроорганизмов решает как экологические проблемы, так и проблему получе-

ния кормовой микробной биомассы. 

В связи с этим целью работы явилась оценка потенциала различных типов растительного сырья 

для получения биомассы дрожжей Rhodotorula rubra, обогащенной каротиноидами. 

В работе использовали несколько видов растительного сырья и отходов его переработки – клубни 

топинамбура, кофейный шлам, экструдированные пшеничные отруби, маслоэкстракционный шрот се-

мян подсолнечника после выделения белковой фракции и шелуху подсолнечника. Для повышения био-

доступности питательных компонентов сырье подвергали предварительной обработке ферментативным 

и кислотным гидролизом в определенных ранее оптимальных условиях [4-6]. Для ферментативного гид-

ролиза использовали комплексные ферментные препараты Viscoferm и Cellic CTec (Novozym, Дания), 

обладающие целлюлазной, ксиланазной, β-глюконазной, гемицеллюлазной активностями. 
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На основе полученных гидролизатов составляли питательную среду для культивирования 

дрожжей Rhodotorula rubra. По завершению процесса культивирования определяли степень потребле-

ния общих углеводов, накопление биомассы и каротиноидных пигментов. 

В результате исследований установлено, что предварительная обработка, как кислотным гидроли-

зом, так и ферментативным, в значительной степени позволила повысить доступность питательных компо-

нентов, при этом содержание общих углеводов в гидролизатах в среднем составило 30-40 г/л. При культи-

вировании дрожжей накопление биомассы достигало 8-10 г/л, а степень потребления углеводов – 60-80 %. 

Показано, что дрожжи Rhodotorula rubra при культивировании на гидролизатах растительного сырья 

и отходах его переработки накапливают каротиноидные пигменты, но содержание их зависит от типа сырья 

и способа его обработки и колеблется от 40 до 280 мкг/л культуральной жидкости. Наибольшим потенци-

алом для микробного синтеза каротиноидов дрожжами обладают кислотные гидролизаты шрота подсол-

нечника и клубней топинамбура. 
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ЖИВОТНОЕ СЫРЬЕ КАК ИСТОЧНИК ПРИРОДНЫХ РЕГУЛЯТОРОВ ИММУНИТЕТА 

 

Е.Р. Василевская, Л.В.Федулова  

 

ФГБНУ «ВНИИМП им. В. М. Горбатова», Москва, Россия 

 

В последнее время все большую актуальность приобретает поиск и разработка природных ве-

ществ адаптогенного действия. Разработано огромное количество препаратов растительного и синте-

тического происхождения, однако, подобные средства не способны комплексно воздействовать на ор-

ганизм как живую систему в целом. На основе знаний о видовой природе неспецифического иммуни-

тета большое значение приобретает изучение возможности создания стимуляторов неспецифического 

иммунитета на основе видо- и тканеспецифических биомолекул. Многочисленными исследованиями 

подтверждено, что ткани и органы сельскохозяйственных животных содержат биологически активные 

вещества направленного действия [1]. Для обоснования целевой сырьевой базы нами были проведены 

комплексные исследования иммунокомпетентных органов и тканей свиней.  

Для проведения исследований были получены лиофильно высушенные водно-солевые экстракты 

селезенки (1), мезентеральных лимфатических узлов (2) и тимуса (3) половозрелых свиней. Проведен 
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аминокислотный анализ на анализаторе Biotronik-IC-2000 (Германия) [2]. Электрофорез проводили в 

полиакриламидном геле (стандарты Fermentas, Литва) [3]. 

Анализ спектра свободных аминокислот (Таблица 1), позволил выявить достаточно высокое со-

держание глутаминовой кислоты, глицина и аспарагиновой кислоты в лиофилизатах 1 и 2: Glu – 17,4 и 

19,8 мольных процента; Gly – 13,0 и 14,6 мольных процента; Asp – 9,1 и 8,5 мольных процента, соответ-

ственно. В то же время в образце 3 содержание этих аминокислот заметно ниже: Glu – 7,7; Gly – 5,2;  

Asp – 3,4 мольных процента.  

Содержание аланина во всех образцах составляет от 9,4 до 9,5 

мольных процента. Уровень нейтральных гидрофильных аминокис-

лот: сумма серин+ глутамин от 7,6 до 8,6 мольных процента, трео-

нин и аспарагин от 5,0 до 5,4 мольных процента, а также пролин от 

5,3 до 6,0 мольных процента. Среди гидрофобных аминокислот: ва-

лин, лейцин, изолейцин, тирозин и фенилаланин, наиболее высоко 

содержание лейцина в экстракте 3 (12,8 мол.%); в экстрактах 1 и 2 – 

заметно ниже – 6,3 и 5,0 мол.%, соответственно. Стоит отметить, что 

в образцах отсутствуют модифицированные, в частности метилиро-

ванные, аминокислоты, что дает возможность отнести белки, входя-

щие в состав экстрактов, к глобулярным белкам.  

Электрофоретическое разделение образцов в 12,5 % и 15 % 

полиакриламидном геле показало, что экстракты - многокомпонент-

ные смеси, содержащие белки широкого диапазона молекулярных 

масс. Экстракт селезенки содержит большее количество высокомо-

лекулярных белков, в диапазоне от 170 до 72 кДа (5 белковых зон в 

диапазоне от 170 до 72 кДа равной интенсивности; зона в области 

55 кДа, интенсивные полосы в области 43 и 34 кДа; 26 и 17 кДа, 

минорные полосы от 20 до 12 кДа и интенсивная полоса 10 кДа). В 

экстрактах тимуса и лимфатических узлах превалируют низкомолекулярные белки в диапазоне от 72 до 

26 кДа, а также ниже 10 кДа (слабые белковые полосы в области 130 и 95 кДа, интенсивно окрашенные 

полосы в области 72 кДа; белковые треки 55 и 40 кДа; не менее 6 минорных полос от 34 до 10 кДа). 

По полученным данным можно предположить, что белковые фракции, обнаруженные при ана-

лизе экстрактов, соответствуют различным компонентам системы врожденного и адаптивного имму-

нитета (RIG-I-подобный рецептор-1 (107,5 кДа), активатор пролиферации пероксисом гамма-рецептор 

(57,5 кДа); поверхностный антиген лейкоцитов (33,25 кДа); интерлейкин-17А (17,3 кДа); адреномедул-

лин-5 (12,5 кДа); ингибитор лейкоцитов цистеинпротеаза-1 (17,3 кДа); тирозинкиназа-связывающий 

белок (11,6 кДа) и пр) [4]. 

Результаты проведенных исследований показали, что водно-солевая экстракция является опти-

мальным щадящим методом, позволяющим сохранить биологически активные компоненты, содержа-

щихся в животных тканях и органах. Показано, что исследуемые экстракты содержат широкий спектр 

аминокислот и набор факторов иммунитета, что позволяет рассматривать иммунокомпетентые органы 

– селезенку, лимфатические узлы и тимус – в качестве потенциального сырья для создания природных 

регуляторов нарушений системного иммунитета при различных паталогических состояниях. Исследо-

вание выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект №15-16-00008). 
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Т а б л и ц а 1 

Содержание свободных  

аминокислот в экстрактах 
АК, мол.%. 1 2 3 

Asp 9,1 8,5 3,4 

Thr+Asn 5,6 5,0 4,7 

Ser+Gln 7,9 7,6 7,9 

Glu 17,4 19,8 7,7 

Pro 6,0 6,0 5,3 

Gly 13,0 14,6 5,2 

Ala 9,5 9,5 9,4 

Val 4,8 4,2 7,4 

Ile 3,3 2,7 6,5 

Leu 6,3 5,0 12,8 

Tyr 2,8 2,4 4,5 

Phe 2,9 2,5 4,9 

Lys 5,9 6,8 8,9 

His 1,7 1,6 2,3 

Arg 3,7 3,8 6,7 
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КОНСТРУИРОВАНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ДОЛГОВРЕМЕННЫХ ФОРМ ПЕСТИЦИДНЫХ 

ПРЕПАРАТОВ НА ОСНОВЕ ПРИРОДНОГО ПОЛИМЕРА ПОЛИ-3-ГИДРОКСИБУТИРАТА 

 

О.Н. Виноградова, А.А. Шумилова 

 

Институт Биофизики СО РАН, Красноярск, Россия 

 

Бурное развитие химии и интенсивного сельского хозяйства способствовали производству и ис-

пользованию огромного количества различных химических веществ, предназначенных для защиты 

сельскохозяйственных культур от вредителей, сорняков и патогенных микроорганизмов. Накопление 

пестицидов в биосфере посредством повышения концентрации в трофических цепях биоты, агроэко-

системах и природных экосистемах, является одной из самых насущных экологических проблем мира. 

Новое направление для снижения риска неконтролируемого распространения и накопления пестици-

дов в окружающей среде – разработка нового поколения экологически чистых препаратов с регулиру-

емым высвобождением активного компонента за счет использования специальной основы – биоразла-

гаемых материалов. 

В работе использовали полимер поли(3-гидроксибутират) [П(3ГБ)] для конструирования мат-

рицы для контролируемого высвобождения входящего в состав гербицида метрибузина (MET). Физи-

ческие смеси П(3ГБ)/МЕТ в виде растворов и порошков были использованы для создания пленочных 

и таблетированных форм. С использованием физико-химических методов (СЭМ, X-Ray, ДСК) дока-

зана устойчивость препарата при инкубировании в стерильной воде в течение длительного времени 

(до 50 дней). Рассмотрена деградация полученных полимерных форм и выход метрибузина в почву. 

Таким образом, изменяя форму (пленки, таблетки) и нагрузку препаратом можно контролировать 

время высвобождения метрибузина. 

Работа выполнена при поддержке гранта Российского научного фонда № 14-26-00039 
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РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ ИЗГОТОВЛЕНИЯ РАСТВОРЕННЫХ  

БЕЛКОВЫХ ПРОДУКТОВ ДЛЯ ПИЩЕВЫХ ЦЕЛЕЙ 
 

А.Ю. Соколов 

 
ФГБОУ ВПО «Российский экономический университет имени Г.В. Плеханова», Москва, Россия 

 
Отечественными и зарубежными учеными в последние десятилетия разрабатывались способы 

производства белковых продуктов в солюбилизированной форме с целью придания им необходимых 
структуры и свойств, особенно в случае необходимости создания смесей, композитов, в том числе с 
искусственными компонентами. 

Однако акцент был сделан на создании технологий изготовления различных форм белковых пре-
паратов в основном для медицины (хирургия, тканевая инженерия; фармацевтическая отрасль), техни-
ческих применений (волокнистые композиты) с использованием протеолиза различными ферментами, 
обработки некоторыми электролитами [3-5]. Однако, с учетом высокой стоимости очищенных фер-
ментных препаратов и необходимости строго соблюдения (оптимизации) параметров протеолиза, эф-
фективность их промышленного применения вызывает сомнения. 

Поэтому, более экономически оправданными и изученными в нашей стране являются способы 
конверсии белоксодержащего сырья в пищевые материалы с помощью неорганических соединений 
электролитического ряда, разрешенные СанПиНами в качестве пищевых добавок. 

В связи с этим, целью работы являлась разработка солюбилизированных белковых продуктов на 
основе коллагенсодержащего сырья (шкуры свиной) и субпродукта 2 категории (рубца КРС) с высоким 
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содержанием коллагена. Разработанная схема изготовления белковых продуктов в растворенной 
форме включала следующие этапы: промывку сырья, его измельчение, щелочно-солевое воздействие, 
нейтрализацию, диспергирование в растворе органической кислоты, гомогенизацию, фильтрацию, па-
раметры проведения которых не раскрываются [1]. В результате, были получены жидкообразные вяз-
кие продукты, названные условно СКШ – из шкуры, СКР – из рубца, которые могут выполнять функ-
ции структурообразующих агентов и носителей некоторых функциональных ингредиентов. 

Показатели качества новых продуктов зависят от свойств исходного сырья и стабильности прове-
дения технологических процессов обработки. В частности, химический состав продуктов варьировал в 
следующих пределах, %, влага – 86,0-90,2; белок – 2,5-3,0, в том числе белки соединительной ткани – 
2,1-2,4; величина рН – 6,1-7,0; изоточка, определенная с помощью фотометра, (рI) составила около 7,3. 
Для сравнения, рI коллагена равна 6,0 (определено методом интегрального рассеяния света) [2]. По дан-
ным И.В. Триерс и др., для нативного коллагена pI находится в пределах 6,5-7,8, что не противоречит 
полученным нами данным. Для щелочного желатина, полученного из мягкого коллагенсодержащего сы-
рья, рI варьирует от 4,8 до 6,0, что вызвано особенностями промышленного метода его получения, поте-
рей амидного азота при известковании, образованием несвязанных карбоксильных групп (А. Вейс). 

Учитывая высокую чувствительность реологических характеристик, в частности, эффективной 
вязкости, к изменениям параметров технологического процесса получения белковых продуктов, были 
построены реограммы, отражающие специфику течения образцов (СКШ и СКР), в зависимости от ско-
рости сдвиговой деформации на вискозиметре «Полимер РПЭ-1М», рисунок 1. Анализ графиков сви-
детельствует о практически идентичном ходе кривых, основное различие наблюдается только при ско-
ростях сдвига воспринимающих элементов Т1/В1 прибора в диапазоне 2,8-5,5 с-1, когда структура жид-
кости нарушалась механически, затем реологическое поведение стабилизировалось и при этом разли-
чие в нем было незначительным. 

 
Рисунок 1 – Реограммы белковых солюбилизированных продуктов 

 

Таким образом, результаты свидетельствуют о возможности изготовления белковых продуктов 
из отедельных видов сырья в растворенной форме с определенными параметрами химических и 
реологических свойств, предназначенных для структурообразования и стабилизации мясных систем 
(за счет формирования белковых ассоциатов) или применения как субстрата для различных 
физиологически функциональных ингредиентов. 
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ВЛИЯНИЕ рН СРЕДЫ НА ПРОЦЕССЫ 
ГИДРОЛИЗА И ЭКСТРАГИРОВАНИЯ ПЕКТИНОВЫХ ВЕЩЕСТВ ИЗ ТЫКВЫ 

 
Н.А. Матвиенко, C.Ф. Яковлева, Е.А. Мотина 

 
ФГБОУ ВО «Воронежский государственный университет инженерных технологий», Воронеж, Россия 

 
На современном этапе развития пищевой промышлен-ности потребность в пектине значительно 

превышает объемы его закупок за рубежом, в России на сегодняшний день его производство отсутствует. 
Учитывая большую значимость пектина для пищевой, фармацевтической и медицинской 

промышленностей, с целью снижения зависимости экономики России от импортных по-ставок и внедрения 
инновационных технологий проблема производства пектина приобретает чрезвычайную актуальность.  

Извлечения пектина и пищевых волокон (ПВ) осуществ-ляли из отжимов тыквы, полученных 
после извлечения из ее плодов сока. Скорость процессов гидролиза и экстрагирова-ния пектина из 
растительного сырья определяется такими факторами, как температура, рН среды, продолжительность 
и гидромодуль процесса.  

В качестве гидролизующего агента использовали ано-лит, полученный в результате 
электрохимической активации. Для сравнения в аналогичных экспериментах применяли рас-твор 
соляной кислоты. Процесс гидролиза-экстрагирования проводи
минут, рН ва-рьировали в диапазоне от 2,0 до 5,0. Результаты исследования приведены на рисунке 1. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рисунок 1 - Зависимость а) выхода пектина и б) ВУС ПВ из тыквенных отжимов от рН гидролизующего агента 

 
Повышение рН от 2,0 до 4,0 приводит к резкому увели-чению выхода пектина, полученного на ЭХА 

воде (от 7,08 % до 16,88 %), и повышению водоудерживающей способности (ВУС) ПВ (от 3,64 г/гПВ до 14,98 
г/гПВ). Дальнейшее увели-чение рН дает меньший выход пектиновых веществ, ВУС во-локон также 
снижается. По сравнению с традиционной техно-логией выход пектина существенно повышается (на 6-8 %). 

Использование в качестве гидролизующего агента рас-твора соляной кислоты с рН 2,0 не позволяет 
выделить ни пектин, ни ПВ из тыквенного жома, так как создаются очень жесткие условия процесса 
гидролиза-экстрагирования. По-этому гидролизующий агент (раствор НСl) с таким значением рН является 
агрессивной средой для тыквенного жома и дан-ный режим не подходит для получения пектина и ПВ из 
этого сырья.Пектиновые вещества, экстрагируемые из сырья в жид-кую фазу, подвергаются 
дополнительному кислотному воз-действию, что приводит к деградации молекул. При значении рН менее 
3,5 происходит гидролиз гликозидных связей, пре-имущественно расщепляется α-рамнозилгликозидная 
связь, поэтому выход пектина резко снижается. Использование ЭХА воды с рН более 4,0 не обеспечивает 
создания условий, необ-ходимых для эффективного гидролиза протопектина, выход пектина уменьшается. 

Результаты изучения влияния рН на выход пектина и качество ПВ свидетельствуют о том, что про-
цесс гидролиза-экстрагирования следует вести на ЭХА воде с рН 4,0. Выход пектина при этом достигает 
16,88 % к массе воздушно сухого жома, а получаемые ПВ имеют высокое качество. 

 

2

4

6

8

10

12

14

16

18

2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

 

2

4

6

8

10

12

14

16

2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

В
ы

х
о

д
 п

ек
ти

н
а,

 %
  

рН 

В
У

С
, 

г/
г 

П
В

 

рН а) б) 

вода с HCl ЭХА раствор 



Актуальная биотехнология 

№3 (14), 2015 

 
 

102 

УДК 60:606:637 

 

БИОТЕХНОЛОГИЯ ПОЛУЧЕНИЯ И ПЕРСПЕКТИВА ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 

АЛЬТЕРНАТИВНОГО КОРМОВОГО БЕЛКА 

 

А.С. Ковтунова, Я.Б. Древко, Д.В. Мендубаев, Е.В. Аникеев, О.С. Ларионова, Е.А. Фауст 

 

ФГБОУ ВПО «Саратовский государственный аграрный университет им. Н.И. Вавилова», Саратов, Россия 

 

Интенсивное развитие животноводства резко обострило проблему белкового питания животных. 

Создание стабильной кормовой базы является определяющим фактором в развитии данной отрасли. 

Недостаток кормов животного происхождения, которые в основном используются в свиноводстве и 

птицеводстве, не позволяет обеспечить полноценное кормление животных. В связи с этим появилась 

необходимость изучить возможность использования в рационах сельскохозяйственных животных но-

вых кормовых добавок, которые по полноценности сопоставимы с отходами мясной и рыбной про-

мышленности. Одной из таких белковых добавок является мука из личинок Musca domestica, получае-

мая в результате биотехнологической переработки ими птичьего помета. По содержанию незаменимых 

аминокислот, олеиновой и линолевой кислот она является достойной альтернативой традиционному 

источнику протеина животного происхождения в рационах, а именно мясной муке [1]. 

Имеются сведения, что замена части комбикорма мукой из личинок Musca domestica в рационе 

свиней, цыплят- бройлеров и молодняка серебристо- черных лисиц способствует получению макси-

мального среднесуточного прироста живой массы [3].  

Для улучшения питательной ценности муки и с терапевтической целью личинки культивировали на 

субстрате, обогащенном комбинациями микроэлементов. Нами проведены исследования по введению в 

субстраты селена в виде ДАФС-25 - 25% Se [2]. При средней массе одной личинки 14,6 мг при использова-

нии 1кг птичьего помета получали до 9 г биомассы от одной особи имаго Musca domestica. Личинки в те-

чение 5 дней активно растут, увеличивая свою массу в 300 раз, и хорошо перерабатывая помет [4].  

Аминокислотный состав муки из личинок был исследован в научно-исследовательской лабора-

тории «Исследование качества и реологических свойств продуктов» ФГБОУ ВПО «Саратовский ГАУ 

им. Н.И. Вавилова» с помощью системы капиллярного электрофореза «КАПЕЛЬ® 105М». Методика 

предназначена для определения массовой доли аминокислот в исходном сырье для их производства в 

форме фенилизотиокарбамильных производных, позволяет определять общее содержание аминокис-

лот в пробах (суммарно свободные и связанные формы). 

Аминокислотный состав муки из личинок Musca domestica представлен на рисунках 1,2, 3 и 4. 
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Таким образом, в результате проведенного нами эксперимента, было установлено, что внесение 

в субстарат селенсодержащих препаратов, а именно ДАФС-25 - 25% Se в количестве 7 мг/кг является 

оптимальным для культивирования личинок Musca domestica. Использование данной концентрации 

положительно влияет на аминокислотный состав полученной муки, при этом количество лизина уве-

личивается в 1,85раза, тирозина – 2,08; фенилаланина – 2,7; гистидина – 1,59; лейцин+изолейцин – 1,7; 

метионина – 2,24 раза по отношению к контролю. 

Следовательно, биоконверсия птичьего помета личинками Musca domestica может стать одним 

из путей решения проблемы дефицита кормового белка животного происхождения и охраны окружа-

ющей среды от загрязнения отходами животноводства. 
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ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ МИНОРНЫХ САХАРОВ В ПРОИЗВОДСТВЕ 
БИОМАССЫ МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ 

 

П.В. Шуваев, О.С. Корнеева, А.А. Толкачёва 
 

ФГБОУ ВО «Воронежский государственный университет инженерных технологий», Воронеж, Россия 

 
На рынке заквасок 90 % продукции относится к импорту, поэтому перед биотехнологической 

промышленностью стоит задача - уменьшить зависимость предприятий от иностранного сырья, в осо-
бенности цен на него, для чего, в первую очередь, необходимо организовать производство собственных 
заквасочных культур на территории страны. Особенно актуальным является получение биомассы за-
квасочных культур для производства молочнокислых продуктов, обладающих профилактическим дей-
ствием к различным заболеваниям и укрепляющим защитные функции организма, снижающим риск 
воздействия вредных веществ [1].  

В мировой науке накоплен обширный материал, свидетельствующий о важной роли «минорных 
сахаров» (фукоза и манноза) в основных физиологических процессах, как у микро, так и макроорга-
низмов, в частности, у млекопитающих. Известны их иммуностимулирующие свойства и определяю-
щая роль во многих типах реакций межмолекулярного и межклеточного узнавания [2]. Присутствуя в 
пище человека в небольших количествах, «минорные сахара» оказывают существенное влияние на нор-
мофлору желудочно-кишечного тракта. Фукозный сироп получил положительное заключение Ставро-
польского научно-исследовательского противочумного института при испытании питательных сред [3]. 
В модельном эксперименте in vitro нами было показано их стимулирующее действие на рост и развитие 
бифидобактерий [4]. Применение данных углеводов в качестве компонентов питательной среды при 
культивировании молочнокислых микроорганизмов может существенно изменить их свойства, повы-
сив биосинтетическую способность.  

Цель данной работы состояла в том, чтобы изучить влияние исследуемых сахаров  на способ-
ность МКБ р.р. Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc и Lactobacillus накапливать биомассу. 

Объектами исследования были чистые культуры : Lactococcus lactis subsp. lactis 454, Lactococcus 
lactis subsp. cremoris 244, Streptococcus thermophilus КДП-5, Streptococcus thermophilus 400 3, Leuconos-
toc mesenteroides subsp. lactis РД-5, Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 12 L. В эксперименте использо-
вали также МКБ в составе широко применяемых в производстве лиофилизированных промышленных 
заквасок: №1. ТА 460 LYO 250 DCU (используемая при производстве творога) (Streptococcus thermo-
phylus); №2. PD 208151 – 6.ORU (Lactobacillus paracasei подвид paracasei – Lactobacillus paracasei (ис-
пользуемая при производстве кисломолочных напитков); №3. YO-MIX 208 LYO 250 DCU (используе-
мая при производстве йогурта) (Streptococcus thermophylus, Lbc. delbruecki подвид bulgaricus, Lbc. 
аcidophilus, Bifidobacterium lactis). 

Установлено, что в процессе культивирования молочнокислых бактерий  на среде с маннозой 
прирост биомассы увеличивается в среднем на 31%, а на среде с фукозой – на 28%.  
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Применение маннозы для культивирования МКБ (при нейтрализации питательной среды до рН 6,0) 
обеспечивает увеличение прироста биомассы в среднем на (48-52) % . 

Оценку качества заквасочных культур, выращенных на средах, в составе которых глюкоза заме-
нена на маннозу и фукозу, проводили путём сквашивания молока. Как показали результаты, замена глю-
козы одним из сахаров в составе среды для выращивания МКБ не оказывает отрицательного влияния 
на органолептические свойства кисломолочных продуктов, выработанных с их использованием.  

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о перспективности использования иссле-
дуемых углеводов в составе питательных сред при производстве биомассы молочнокислых бактерий.  
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ПРИМЕНЕНИЕ БЕЛКОВОГО ГИДРОЛИЗАТА В КОМПЛЕКСНОМ ЛЕЧЕНИИ 

ДИСПЕПСИИ МОЛОДНЯКА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 
 

Р.В. Рогов, А.Е. Гунько, А.Я. Самуйленко ,  А.И. Албулов, М.А. Фролова  

 

ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский и технологический институт биологической 

 промышленности», Щелково, Россия 

 

Одной из наиболее острых проблем в животноводстве являются желудочно-кишечные болезни 

новорожденных телят, которые причиняют большой экономический ущерб. Отход от этих заболеваний 

составляет более 50% от общего падежа телят [1]. Диспепсия молодняка (несварение) – заболевание, 

сопровождающееся функциональным расстройством деятельности желудочно-кишечного тракта. 

Сущность заболевания сводиться к нарушению переваривания пищи, поносу, токсикозу и нарушению 

обмена веществ. Причиной заболевания может служить неполноценное кормление стельных коров и 

нарушение зооветеринарных правил выращивания телят [2, 3].  

Для лечения диспепсии телят использовали инъекционную форму белкового гидролизата из мы-

шечной ткани норок, изготовленную по разработанной нами технологии. Препарат представляет собой 

ферментативный гидролизат глубокой степени расщепления и содержит в своём составе свободные 

аминокислоты, в том числе все незаменимые (4). 

Изучение влияния инъекционной формы гидролизата проводили в условиях хозяйства ООО «Ку-

риловское» Собинского района Владимирской области. 

Для проведения эксперимента были сформированы 2 группы телят костромской породы 1-3-х 

дневного возраста и 1 контрольная (по 5 голов в каждой). Телята переболевали простой формой дис-

пепсии. Белковый гидролизат вводили подкожно 1 раз в сутки в количестве 50 мл/гол. (1-я опытная 

группа) и 100 мл/гол. (2-я опытная группа). Контрольной группе животных не вводили. 

Во время опыта следили за приростом массы тела животных, проявлением клинических признаков, за 

сохранностью телят. Среднесуточный и абсолютный прирост определяли до опыта и через 10 дней с начала 

эксперимента. Все животные, находившиеся в опыте, ежедневно подвергались клиническому осмотру. 

http://www.science/
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На второй день после начала лечения у телят опытных групп появился аппетит, улучшился соса-

тельный рефлекс, каловые массы начали приобретать более оформленную консистенцию, телята ста-

новились более активными. К концу лечения клиническое состояние животных нормализовалось.  

В контрольной группе телят при хозяйственном способе лечении, продолжительность болезни 

составила 4,5 дня, ее течение умеренное, количество выздоровевших 90 %, среднесуточный привес 

составил 220 г. У одного теленка в группе заболевание перешло в токсическую форму. 

У телят 1-ой опытной группы продолжительность болезни составила 3,5 дня, что на 1 день ко-

роче контрольной. Количество заболевших и выздоровевших животных составило 100 %, при этом 

среднесуточный привес равнялся 260г, что на 40г. выше, чем в контрольной группе.  

 

Т а б л и ц а  1 

Зоотехнические показатели телят во время опыта 
 

Показатели 
Группы 

Контрольная 1-я опытная 2-я опытная 

Средний вес при рождении, кг 30.3±1,20 29.6±0,85 28,7±1,70 

Количество телят, гол 5 5 5 

Возраст, сут. 1-3 1-3 1-3 

Продолжительность болезни, дни 4,5 3,5 3,2 

Пало, гол. 0 0 0 

%  заболевших 100 100 100 

%  выздоровления 90 100 100 

Живая масса в 10 дней, кг 32,5±0,35 32,2±0,30 31,5±1,0 

Среднесуточный привес, г 220±12,662 260±6,65* 280±7,63* 

Абсолютный прирост, кг за 10 дней 2,2±0,153 2,6±0,236 2,8±0,265 

  Примечание: * P≤0,05  к контрольной группе. 

 

Во 2-ой опытной группе продолжительность болезни составила 3,2 дня, что на 1,3 дня короче по 

сравнению с контролем. Среднесуточный привес составил 280г, что на 60 г больше, чем в контроле и 

на 20 г больше, чем в 1-ой опытной группе.  

Таким образом, на основании полученных данных можно заключить, что введение гидролизатов 

на ранних сроках развития болезни позволяет предотвратить развития данного состояния организма 

при этом повысить сохранность молодняка и увеличить среднесуточные привесы. 
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ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ АМАРАНТА В КАЧЕСТВЕ СЫРЬЯ  
ДЛЯ ПРИГОТОВЛЕНИЯ НАПИТКОВ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ НАПРАВЛЕННОСТИ 

 
О.С. Корнеева, Д.Е. Стрельникова, Л.А. Мирошниченко 

 
ФГБОУ ВО «Воронежский государственный университет инженерных технологий», Воронеж, Россия 

 
В настоящее время одним из актуальных вопросов биотехнологии является создание продуктов 

функциональной направленности. 
Для создания различных продуктов, обладающих лечебно-профилактическими свойствами ис-

пользуют растительное сырьё из злаковых культур, таких как рожь, пшеница, ячмень, овёс.  
Большинство из этих злаковых содержит в своём составе глютен. Но есть люди с непереносимостью 

данного компонента, поэтому им противопоказано употреблять в пищу вышеперечисленные злаки. 
Мы предлагаем создать напиток на основе такой культуры как амарант.  
Семена амаранта содержат в среднем 15-17% белка, 5-8% жиров, 3,7-5,7% клетчатки, витамины В1, 

В2, Е, D, фосфор, кальций, рутин, фосфолипиды, желчные кислоты, большое количество аминокислот  
(в особенности лизина). Содержание лизина в белке амаранта в два раза больше, чем у пшеницы. 

Если оценить идеальный белок (близкий к яичному) в 100 баллов, то молочный белок казеин 
будет иметь 72 балла, соевый – 68, пшеницы – 58, кукурузы – 44, а амаранта – 75 баллов. 

Еще одно ценное свойство амаранта – содержание в нем легко усвояемых пищевых волокон 
(клетчатка, пектин). К тому же семена амаранта содержат очень мало глютелинов. 

Таким образом амарант является очень перспективным сырьем для создания напитков на его основе. 
 
 

 
УДК 577.218 
 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ГЕНОВ ВИРУСА КУСТИСТОЙ КАРЛИКОВОСТИ МАЛИНЫ  
ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ВИРУСОУСТОЙЧИВЫХ РАСТЕНИЙ РЕМОНТАНТНОЙ МАЛИНЫ 

 

Ю.Ф. Мытницкая, В.В. Заякин, И.Я. Нам 
 

ФГБОУ ВПО «Брянский государственный университет им. И. Г. Петровского», Брянск, Россия 
 

Во всем мире вирусы растений наносят значительный экономический ущерб посадках сельскохо-
зяйственных культур. Так, наибольший урон посадкам малины приносит вирус кустистой карликовости 
(ВККМ), способный снизить урожайность до 70% при комплексной инфекции [1, 2]. Ранее большинство 
противовирусных стратегий основывались на естественных защитных иммунных механизмах растений. 
Однако среди диких видов и сортов Rubus sp. не выявлено источников резистентности к вирусу кусти-
стой карликовости малины [3]. Поэтому, согласно данным многочисленных исследований, наиболее 
надежным и эффективным методом контроля является получение устойчивых трансгенных растений. 

Механизм устойчивости в подавляющем большинстве используемых методах получения трансгенных 
растений основан на явлении РНК-сайленсинга, или пост-транскрипционного замолкания генов. Пост-тран-
скрипционное замолкание генов (PTGS) представляет собой консервативный механизм «обратной генетики» 
для подавления экспрессии целевых генов, у которого обнаруживаются черты сходства с РНК-интерферен-
цией животных [4].  РНК-сайленсинг препятствует размножению вирусов в растениях при помощи двух ос-
новных механизмов. В ходе первого происходит деградация как дцРНК, промежуточных продуктов саморе-
пликации вирусов, так и исходных микроРНК (автономно-клеточный сайленсинг), что приводит к увеличе-
нию накопления соответствующих miRNA. В ходе второго пути генерируется мобильный сигнал, который 
запускает деградацию гомологичных микроРНК в отдаленных клетках (системный сайленсинг) [5]. 

Таким образом, наличие специфичных дцРНК является необходимым условием запуска меха-
низма сайленсинга. Для получения таких дцРНК нами было разработано несколько видов генетиче-
ских конструкций на основе фрагментов гена транспортного белка и гена белка оболочки ВККМ.  
В таких конструкциях несколько копий целевого фрагмента объединялись в прямой и обратной ори-
ентации как показано на рисунке 1. 
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Рисунок 1 - Схема образования многокопийной вставки фрагмента гена транспортного белка ВККМ 

 
При трансформации растительных клеток данными генетическими конструкциями происходит 

их встраивание в растительный геном. Реализация генетической информации в клетках растения, под-
вергшегося трансформации, приводит к синтезу мРНК, содержащей область взаимной комплементар-
ности. Наличие взаимной комплементарности способствует формированию вторичной структуры 
мРНК. Таким образом, образуются дцРНК, способствующие запуску механизма посттранскрипцион-
ного замолкания генов. 
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БЕЛКОВЫЙ ГИДРОЛИЗАТ ИЗ ОТХОДОВ ПУШНОГО ЗВЕРОВОДСТВА 

 

А.Е. Гунько, Р.В. Рогов, А.Я. Самуйленко, А.И. Албулов , М.А. Фролова   

 

ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский и технологический институт биологической  

промышленности», Щелково, Россия 

 

Для нормализации протеинового баланса в кормлении животных используют различные белковые 

добавки, в частности отходы переработки молока, мясокостную и рыбную муку, кормовые дрожжи, бел-

ковые гидролизаты и др. Вторичным сырьем при производстве пушнины являются тушки зверей, которые 

после убоя необходимо своевременно утилизировать, чтобы не загрязнять окружающую среду. 

В качестве белоксодекжащего сырья для получения белкового гидролизата использовали отходы 

пушного звероводства (тушки норок), которые получали в зверосовхозах «Салтыковский» и «Русский 

соболь» Московской области. 

По результатам проведенных исследований был разработан промышленный способ получения 

белкового гидролизата, который характеризуется высокой степенью расщепления белка (содержание 

аминного азота не менее 7,0 %), содержит в своем составе свободные аминокислоты (в том числе все 

незаменимые). Выход продукта после высушивания составляет 8,8-10,1 % от массы исходного сырья с 

остаточной влажностью не более 5,0 %. На способ получения белкового гидролизата из отходов пуш-

ного звероводства получен Патент РФ. 

В опытах на животных показано положительное влияние белкового гидролизата в составе рациона 

кормления молодняка норок и соболей на прирост живой массы тела, клинические и биохимические по-

казатели крови, а также в комплексном лечении диспепсии молодняка крупного рогатого скота и свиней. 
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ОЦЕНКА ВОЗМОЖНОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ БАД «ТЫКВЕРОН» ПРИ ПРОИЗВОДСТВЕ 
ТВОРОЖНЫХ ПРОДУКТОВ ФУНКЦИОНАЛЬНОГО НАЗНАЧЕНИЯ 

 

А.В. Черкасова, Л.П. Бессонова, А.В. Гребенщиков 
 
ФГБОУ ВО «Воронежский государственный университет инженерных технологий», Воронеж, Россия 

 
В настоящее время в общем объеме пищевых продуктов России функциональные (ФП) - составляют 

около 5%, большинство этих продуктов являются импортными [1]. В связи с санкциями Европейского Союза и 
США в отношении России дефицит ФП увеличивается, поэтому вопрос создания отечественных натуральных 
ФП является актуальным и значимым. Данная работа посвящена разработке творожного продукта, обогащен-
ного ß-каротином. В качестве источника ß - каротина использовалась натуральная БАД «Тыкверон», разрабо-
танная авторами, в состав которой входит тыква и яичный желток. 

Для ее производства компоненты, входящие в состав БАД (тыкву и яичный желток) подвергали 
предварительной термической обработке: тыкву варили на пару, а желток при температуре t-600С в 
течение 1,5 часов, что дает возможность получить стабильную эмульсию, в процессе последующего 
смешивания. При этом желток, входящий в состав эмульсии, являлся матрицей – носителем ß - каро-
тина, а тыква его источником. Для стабилизации эмульсии на заключительном этапе в ее состав вводили 
сахар и лимонную кислоту. Витаминизированную смесь подвергали сублимационной сушке, в резуль-
тате которой получили порошкообразную БАД «Тыкверон». 

БАД «Тыкверон» имела светло-желтый цвет, вкус и запах соответствовали аналогичным харак-
теристикам яичного порошка, влажность около 4%. 

Микробиологические показатели БАД «Тыкверон» представлены в таблице 1.  
Т а б л и ц а  1 

Микробиологические показатели БАД «Тыкверон» 
 

Показатели Характеристика 

Количество мезофильных аэробных и факультативно анаэробных микроорганизмов, 
КОЕ /г 

5,3*103 

Бактерии группы кишечных палочек (колиформы) в массе продукта 0,1 г - 

E.coli в массе продукта 1г - 

S.aureus в массе продукта 1г - 

Патогенные микроорганизмы, в т.ч. сальмонеллы допускаются в массе продукта 10г - 

Дрожжи, КОЕ /г 21 

Плесени, КОЕ /г 7 
 

Как видно из табл., БАД «Тыкверон» соответствует ТР ТС 029/2012«Требования безопасности 
пищевых добавок, ароматизаторов и технологических вспомогательных средств» [2]. 

Для практической апробации применения БАД «Тыкверон» разработан творожный продукт «Нату-
ральный». Для оптимизации его рецептурного состава были приготовлены 3 образца с различным содержа-
нием БАД «Тыкверон». В полученных образцах определяли органолептические и физико-химические пока-
затели в сравнении с контрольным образцом – творогом жирностью 9%.  

Органолептические показатели представлены на рисунке 1. 

 
Рисунок 1 – Органолептические показатели творожного продукта «Натуральный» 
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Как видно на рисунке 1, лучшие показатели органолептической оценки имеет творожный про-

дукт, содержащий 2 мг ß – каротина. 

При добавлении 50% β-каротина от суточной потребности продукт приобретает более кислый 

вкус, что можно объяснить увеличением содержания стабилизатора - лимонной кислоты, присутству-

ющего в БАД. Это же подтверждает график изменения титруемой кислотности в процессе хранения 

творожного продукта, представленный на рисунке 2. 

 

 
Рисунок 2 – График изменения тируемой кислотности в процессе хранения творожного продукта 

 

Как видно на рисунке 2, творожный продукт «Натуральный», содержащий 2 мг ß-каротина, 

наиболее близок к значениям титруемой кислотности контрольного образца и имеет лучшие органо-

лептические показатели. 

Выполненные исследования показали, что применение БАД «Тыкверон» при производстве 100 

г. творожного продукта обеспечивает потребителя 40% суточной потребности бета – каротина, соот-

ветствует требованиям микробиологической безопасности; благотворно влияет на органолептические 

и физико-химические показатели конечного продукта (исследование выполнено в рамках государ-

ственного задания проекта №3265 от 17.12.14 г.). 
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РАЗРАБОТКА МОДИФИЦИРОВАННЫХ ПЕЧАТНЫХ ЭЛЕКТРОДОВ  

НА ОСНОВЕ ГЛЮКОЗООКСИДАЗЫ И ТЕРМОРАСШИРЕННОГО ГРАФИТА  

ДЛЯ КОНТРОЛЯ СОДЕРЖАНИЯ ГЛЮКОЗЫ 

 

С.Б. Чарыева, С.С. Каманин, В.А. Арляпов, В.А. Алфёров 

 

ФГБОУ ВО «Тульский государственный университет», Тула, Россия 

 

Развитие промышленной биотехнологии стимулирует разработку методов мониторинга процес-

сов ферментации. Так как в процессе брожения необходимо контролировать содержание глюкозы в 

таких продуктах как вино, пиво и другие, то необходима разработка селективных методов ее опреде-

ления с использованием ферментов. На основании изученных литературных источников нами было 

высказано предположение, что внедрение графитовых материалов в структуру модифицированных пе-

чатных электродов позволит улучшить характеристики биосенсоров на их основе. В работе исследова-

лось влияние терморасширенного графита (ТРГ) отличающиеся высокой тепло- и электропроводно-

стью, хорошей биосовместимостью и высокой удельной площадью поверхности благодаря пористой 

структуре, которая позволяет повысить чувствительность за счет увеличения фактора шероховато-

сти [1-3]. Выбранный нами фермент - глюкозооксидаза (ГО) обладает абсолютной специфичностью, 

катализируя окисление β-D-глюкозы с образованием глюконолактона. Для эффективного переноса 

электронов с активного центра фермента на электрод используются медиаторы, например ферроцен. 

Уникальная сэндвич-подобная структура ферроцена  при переходе от восстановленной в окисленную 

форму позволяет не менять координационную сферу и геометрию комплекса [4]. 

Целью данной работы является разработка и определение характеристик ферментных биосенсо-

ров на основе модифицированных печатных электродов с использованием терморасширенного гра-

фита и ферроцена для контроля содержания глюкозы в продуктах биотехнологических производств. 

В качестве преобразователя использовали потенциостат PalmSens EmStat (PalmSens, Нидер-

ланды) интегрированный с графитовым печатным электродом (Русенс, Россия). На поверхности элек-

трода, модифицированного терморасширенным графитом, располагали глюкозооксидазу иммобили-

зованную в поперечно-сшитый гидрогель бычевого сывороточного альбумина (БСА). Сшивающим 

агентом служил глутаровый альдегид (ГА). За ответ сенсора принималась амплитуда изменения вы-

ходного сигнала биосенсора при добавлении глюкозы. 

Определены основные аналитические и метрологические характеристики биосенсора на основе пе-

чатного электрода. Диапазон определяемых концентраций глюкозы для биосенсора на основе модифици-

рованных печатных электродов составил 0,87-1,8 ммоль/дм3. Разработанные сенсоры характеризуются 

высокой операционной стабильностью (2,1%) и экспрессностью (1-2 мин). Проведенное исследование 

стабильности сигнала полученных печатных электродов при хранении, показало, что они не теряют своей 

активности в течение 30 суток и характеризуются хорошей воспроизводимостью (n = 3). 

Разработанный биосенсор на основе модифицированных печатных электродов по своим характери-

стикам не уступают известными аналогами, а именно с электродом на основе ГО иммобилизованной в по-

лиэтиленимин [5] и электродом модифицированным оксидом олова SnO2, покрытой пленкой Nafion [6].  

Проведен анализ образцов винной продукции с использованием разработанных электродов. В ка-

честве референтного метода применяли метод капиллярного электрофореза. Значения, полученные с ис-

пользованием разработанных электродов, и референтным методом анализа различаются незначимо. 

Таким образом, используемые печатные электроды в сочетании с разработанными методами им-

мобилизации позволяют получать биосенсоры с высокими аналитическими и метрологическими харак-

теристиками, которые могут применяться для определения содержания глюкозы в бродильных средах. 

Работа выполнена при поддержке государственного задания Минобрнауки РФ  

№ 14.2094.2014/K и гранта Президента Российской Федерации для государственной поддержки мо-

лодых российских ученых — кандидатов наук, договор № 14.Z56.14.330-МК. 
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