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Влияние малослойного графена на физиологическую активность
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Представлены результаты исследования влияния малослойного графена, полученного в условиях са-

мораспространяющегося высокотемпературного синтеза из целлюлозы, на физиологическую активность

ризосферной споровой культуры B. Subtilis sp. Установлено, что малослойный графен, а также композит

состава декстрин/малослойный графен благоприятно воздействуют на физиологическую активность ризо-

сферной споровой культуры B. Subtilis sp. Через 270 дней культивирования число жизнеспособных клеток

Bacillus subtilis sp. в присутствии малослойного графена возросла в 4 раза, а в присутствии композита

состава декстрин/малослойный графен в 5 раз по сравнению с исходной концентрацией. Полученные

данные свидетельствуют о перспективности использования малослойного графена для стимулирования

физиологической активности бактериальных культур, что может сделать малослойный графен полезной

модифицирующей добавкой в почву сельскохозяйственного назначения.
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Введение

Несмотря на то что за XX век производительность

сельского хозяйства резко выросла, проблема голода до

сих пор не решена [1,2], а требования к производи-

тельности сельского хозяйства все возрастают. Почва

представляет собой сложную биологическую систему,

важную роль в которой играют различные микробные

сообщества. Регулируя численность тех или иных бакте-

рий, можно кардинально менять характеристики почвы,

что напрямую влияет на конечный урожай [3]. В ка-

честве одного из способов повышения продуктивности

сельского хозяйства таким путем рассматривают исполь-

зование различных углеродных наноматериалов, в том

числе графеновых наноструктур, как модифицирующих

добавок в почву сельскохозяйственного назначения [4].
В качестве добавок исследователи используют различ-

ные типы графеновых наноструктур: от оксида графена

и восстановленного оксида графена до графеновых нано-

пластин. Поскольку все эти материалы хоть и относятся

к одному классу, но имеют значительные отличия в

химическом составе, исследования их взаимодействия с

различными микроорганизмами часто приводят к проти-

воположным результатам.

С одной стороны, оксид графена известен своими

антибактериальными свойствами. Например, в рабо-

те [5] авторы отметили, что оксид графена вызывал

повреждение клеток и окислительный стресс в корнях

риса в гидропонных условиях. При этом вследствие

воздействия оксида графена относительная численность

многих эндофитных бактериальных сообществ в корнях

риса снизилась. С другой стороны, в работе [6] авторы
отметили положительное влияние оксида графена (в
концентрации до 500mg/l) на микробные сообщества

почвы, загрязненной кадмием. Также авторы отметили

влияние оксида графена на ключевые свойства почв,

а именно pH-почвы, доступный калий, фосфор и т. д.

В работе [7] установлено, что графен оказывает зна-

чительное влияние на количество микроорганизмов и

структуру микробного сообщества в почве, что явно

связано со временем контакта графеновых наноструктур

и микроорганизмов. Количество графена < 100mg на
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килограмм почвы может за короткое время увеличить

активность почвенных микробных ферментов и бакте-

риальную биомассу, что увеличивает скорость удаления

загрязняющих веществ из почвы. Однако со временем

активность микробных ферментов и бактериальной био-

массы в почве восстанавливаются.

Как видно из литературных данных, влияние графе-

новых наноструктур на микробные сообщества в почве

носит противоречивый характер. Еще одним фактором,

препятствующим использованию графеновых нанострук-

тур в сельском хозяйстве, является несовершенство ме-

тодик их синтеза. Существующие методики синтеза как

по подходу
”
сверху−вниз“ (отшелушивание от графита

с помощью поверхносто-активных веществ (ПАВ) и

ультразвуковой обработки [8] и т. п.), так и по подхо-

ду
”
снизу−вверх“ (варианты метода Хаммерса [9–11],

метод осаждения из газовой фазы [12,13]), не поз-

воляют синтезировать большие объемы материала с

приемлемой себестоимостью, что делает их применение

нерентабельным. Например, стоимость восстановленно-

го оксида графена, полученного по методу Хаммерса,

может достигать нескольких миллионов рублей за 1 km.

В нашей предыдущей работе нами была разработа-

на новая методика получения малослойного (не более

5 слоев) графена (МГ) из биополимеров циклического

строения в условиях самораспространяющегося высоко-

температурного синтеза [14], не содержащего дефекты

Стоуна−Уэльса [15]. Было установлено, что МГ, синте-

зированный по данной методике, может являться мат-

рицей для иммобилизации бактерий-нефтедеструкторов

при создании биопрепаратов для борьбы с нефтяными

загрязнениями почвы и воды [16], а также для очистки

воды от микотоксинов [17].
Цель настоящих исследований — определение влия-

ния МГ на физиологическую активность ризосферной

споровой культуры B. Subtilis sp. и оценка совместимо-

сти МГ с данной культурой.

1. Экспериментальная часть

1.1. Объекты исследования

В качестве объекта исследования использована ри-

зосферная споровая культура B. Subtilis sp. корневой

части пшеницы и малослойный графен с удельной по-

верхностью 670m2/g. МГ был изготовлен в условиях са-

мораспространяющегося высокотемпературного синтеза

из целлюлозы (микрокристаллическая, ч. д. а., Россия).
Подробно методика синтеза МГ описана в [14].

1.2. Характеризация МГ

Электронные изображения МГ были получены мето-

дом сканирующей электронной микроскопии на приборе

Tescan Mira 3-M (Чехия) с EDX приставкой (Oxford
instruments X-max, Англия). Ускоряющее напряжение

составляло 20 eV. Дисперсность МГ была измерена

методом лазерной дифракции на приборе Mastersizer

2000 (Malverin, США). При измерении была задана пла-

стинчатая модель частиц. Для измерения дисперсности

частиц была приготовлена суспензия с концентраци-

ей 0.05mass.% с помощью ультразвуковой обработки в

ультразвуковой ванне в течение 5min.

1.3. Методика культивирования

Культивирование проводили в течение 3.5 суток

при температуре 32± 1◦C, скорость перемешивания —

85−90 rpm. Состав питательной среды (g/l): картофель-
ные хлопья — 7.5; пептон — 2.5; K2HPO4 — 1.0;

MgSO4 — 0.5; NaCl — 0.5; CaCl2 — 0.2; MnSO4 —

0.01; pH = 7.0. По окончании культивирования культуру

B. Subtilis sp. переводили в споровое состояние путем

нагрева при температуре 80◦C. Затем в культуральную

жидкость вносили стерильный декстрин, полученный

из кукурузного крахмала, в количестве 1% к объему

культуральной жидкости, перемешивали до получения

однородной бактериальной суспензии на встряхивателе

в течение 20min.

Далее при интенсивном перемешивании смешивали

культуральную жидкость, содержащую споровую культу-

ру B. Subtilis sp, с МГ из расчета 1 часть МГ на 1 часть

культуральной жидкости. При этом МГ предварительно

стерилизовали под УФ лучами в течение 40min.

Сушку культуральной жидкости с декстрином, со-

держащую споровую культуру B. Subtilis sp, и куль-

туральной жидкости, содержащую споровую культуру

B. Subtilis sp. в композиции с МГ, проводили при темпе-

ратуре 70± 1◦C, контролируя обезвоживание образцов

гравитационным методом.

В полученных образцах, содержащих споры культуры

B. Subtilis sp, дектрин и малослойный графен, опреде-

ляли число жизнеспособных клеток (в КОЕ (CFU) —

колониеобразующих единицах) принятыми в микробио-

логии методами [18]. Первое определение КОЕ сделано

непосредственно после сушки. Дальнейшие определе-

ние КОЕ проводили после хранения образцов в стабиль-

ных условиях при температуре 20± 1◦C.

2. Результаты и обсуждение

На рис. 1 представлены электронные микрофотогра-

фии синтезированного образца малослойного графена.

Как видно из рис. 1, a, частицы МГ в виде порошка об-

разуют агрегаты с линейными размерами до нескольких

десятков микрон. Однако отдельные частицы МГ имеют

значительно меньшие размеры. Для уточнения линейных

размеров частиц были проведены измерения методом

лазерной дифракции (рис. 2).
Как видно из рис. 2, в образце присутствуют агрегаты

с размером до нескольких сотен микрон (рис. 2, a). Одна-
ко, поскольку доля таких частиц крайне мала и большая

частиц МГ образуют агрегаты размером 0.7−0.8 µm,
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10 µm 2 µm

a b

Рис. 1. Электронные микрофотографии МГ, синтезированного из целлюлозы; a — размер линейной шкалы 10µm, b — размер

линейной шкалы 2 µm. Красным квадратом отмечена область, с которой снимался сигнал при энергодисперсионном анализе.
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Рис. 2. Распределение МГ частиц по объему (a) и по количеству частиц (b).

Таблица 1. Результаты элементного анализа образца МГ

из целлюлозы

Элемент Весовой процент Атомный процент

Углерод 94.5± 0.2 95.8± 0.2

Кислород 5.5± 0.2 4.2± 0.2

сигнал от таких частиц практически не наблюдается на

количественном распределении частиц (рис. 2, b).

В табл. 1 представлены результаты энергодисперсион-

ного анализа. Как видно из таблицы, образец МГ имеет

типичный для графеновых наноструктур состав: подав-

ляющая доля углерода и небольшая доля кислорода,

связанная с концевыми кислородсодержащими группами

по краям листов.

На рис. 3 представлена фотография образца МГ

с Bacillus subtilis sp.

Как видно из рис. 3, a, форма колоний культуры

Bacillus subtilis sp. на питательной среде МПА после

культивирования в течение 3 суток при температуре

36◦C круглая с фестончатым краем, бежевого цвета,

поверхность — блестящая. Диаметр колоний 4mm,

число жизнеспособных клеток в контрольном образце

1.0 · 104 .

В то же время форма колоний культуры Bacillus

subtilis sp. на питательной среде МПА при культи-

вировании в течение 3 суток при температуре 36◦C

после введения в культуральную жидкость МГ и хра-

нения 270 h также остается круглой с фестончатым

краем (рис. 3, b). Окраска колоний — от светло-серой

до темно-серой. Наблюдаются колонии диаметром от 1

до 4mm. Форма колоний культуры Bacillus subtilis sp.

на питательной среде МПА при культивировании в

течение 3 суток при температуре 36◦C после введения

в культуральную жидкость композита декстрин/МГ и

хранения в течение 270 h (рис. 3, c) также остается

круглой с фестончатым краем. Окраска колоний —

от светло-серой до темно-серой. Наблюдаются колонии

диаметром от 0.5 до 4mm.

Проведенный анализ формы колоний культуры

Bacillus subtilis sp. показывает, что малослойный графен

значительно влияет на форму существования клеток

культуры Bacillus subtilis sp. — форму колонии, величи-

ну, характер краев и поверхности, а также цвет, который

обусловлен черной окраской графена. В совокупности с

Журнал технической физики, 2024, том 94, вып. 9
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a b

c

Рис. 3. Внешний вид образца МГ с Bacillus subtilis sp.: a — форма колоний культуры Bacillus subtilis sp. после культивирования;

b — форма колоний культуры Bacillus subtilis sp. после введения в культуральную жидкость МГ и хранения в течение 270 h;

c — форма колоний культуры Bacillus subtilis sp. после введения в культуральную жидкость композита декстрин/МГ и хранения

в течение 270 h.

декстрином, малослойный графен повышает физиологи-

ческую активность культуры Bacillus subtilis sp.

В табл. 2 представлены результаты измерения концен-

трации спор Bacillus subtilis sp. с МГ и с композитом

декстрин/МГ в зависимости от продолжительности экс-

перимента.

Как видно из табл. 2, на 270 день наблюдений

концентрация Bacillus subtilis sp. в присутствии МГ

возросла в 4 раза, а в присутствии композита состава

декстрин/МГ — в 7 раз по сравнению с исходной

концентрацией.

Следует отметить, что графеновые наноструктуры

могут проявлять как пробактериальные, так и анти-

бактериальные свойства в зависимости от параметров

самих графеновых наноструктур. Обычно антибактери-

альные свойства проявляют графеновые нанострукту-

ры, содержащие в своем составе большое количество

кислорода, в первую очередь — оксид графена [19].
Антибактериальные свойства таких графеновых нано-

структур обусловлены двумя основными механизма-

ми: гибель клеток патогенов вследствие окислитель-

ного (оксидативного) стресса, прежде всего за счет

образования активных форм кислорода (АФК), и по-

вреждение мембраны клеток-патогенов структурными

дефектами графеновых наноструктур (в первую оче-

редь краями листов) [20]. Первый механизм напрямую

связан с содержанием кислорода в частицах графе-

новых наноструктур. Именно поэтому оксид графена,

в котором доля кислорода доходит до 30−40 at.%,

проявляет высокие антибактериальные свойства. Вто-

рой механизм связан с дисперсностью частиц графе-

новых наноструктур. В работе [21] авторы экспери-

ментально показали, что более высокодисперсные гра-

феновые наноструктуры обладают большей антибак-

териальной эффективностью по сравнению с низко-

дисперсными.

В используемом в настоящей работе МГ концен-

трация кислорода сравнительно мала (4.5 at.%), а ли-

нейные размеры частиц могут достигать нескольких

десятков микрон. Поэтому частицы МГ могут выступать

в качестве колониеобразующих центров, что повышает

физиологическую активность спор Bacillus subtilis sp.
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Таблица 2. Влияние наночастиц МГ на физиологическую активность спор Bacillus subtilis sp. в композиции с декстрином и

без декстрина

Культура
Наличие Наличие

Исходная Концентрация Концентрация Концентрация

МГ декстрина
концентраци, через 30 дней, через 150 дней, через 270 дней,

CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/ml

Bacillus 1 к 1 − 1.0± 0.2 · 104 3.0± 0.2 · 104 3.3± 0.2 · 104 4.0± 0.2 · 104

subtilis 1 к 1 1 vol.% 1.0± 0.2 · 104 4.2± 0.2 · 104 6.0± 0.2 · 104 7.0± 0.2 · 104

sp. 1 к 1 1 vol.% 1.1± 0.2 · 104 1.3± 0.2 · 104 1.8± 0.2 · 104 1.9± 0.2 · 104

Заключение

Установлено, что малослойный графен способствует

сохранению и повышению физиологической активности

спор культуры Bacillus subtilis sp., что свидетельствует

о его совместимости с данной культурой. Использование

малослойного графена вместе с декстрином позволи-

ло еще сильнее повысить физиологическую активность

спор по сравнению с чистым малослойным графеном.

Полученные данные свидетельствуют о высокой пер-

спективности использования малослойного графена для

повышения активности нужных бактериальных культур,

что может сделать малослойный графен полезной мо-

дифицирующей добавкой в почву сельскохозяйственного

назначения.
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