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Analysis of the taxonomic structure of the bacterial community of organic enriched black soil by the 
method of RT-PCR 
Anastasiia I Nechaeva, Konstantin S Boyarshin, Violetta V Klueva, Yuliia N Kurkina, Valentina V Skorbach, Alexander A Sirotin and Irina V Batlutskaia
Belgorod State University, Russia

In ensuring fertility of soils an important factor is the proper functioning of microbial communities in them. Despite 
the active development of powerful methods for the analysis of soil microbial communities based on metagenomic 

and metaproteomic approaches, taxon-specific RT-PCR remains and the most convenient for wide practical use, as 
the fastest and cheapest method. In this study, a technique was developed for using a set of taxon-specific primers 
in the taxonomic analysis of the bacterial component of the soil microflora using the example of black soil enriched 
with regular application of organic fertilizers. Samples of the orable black ground were taken from a depth of ~5 cm 
after defrosting in March and stored for three weeks at room temperature with abundant moistening to activate the 
microbiota. For the study, a set of taxon-specific primers was used, which includes pairs specific to six types and one 
class of bacteria, as well as to the Bacteria domain as a whole. According to the data obtained (Fig. 1) Firmicutes 
and Bacteroidetes phyla were found in large numbers in the studied sample. The Actinobacteria phylum and the 
Gammaproteobacteria class, belonging to the Proteobacteria phylum were represented in a smaller amount and 
the Verrucomicrobia phylum in very small amount. The types Deferribacteres and Tenericutes were not detected. 
The selection of taxon-specific pairs of primers for analysis was based on literature data indicating the presence 
of selected taxa in the soil microflora. A significant proportion of bacteria belonging to the types Bacteroidetes, 
Actinobacteria, and the Gammaproteobacteria class are consistent with the data presented in these sources. A high 
percentage of representatives of the type Firmicutes may be associated with the application of organic fertilizers, 
since the microorganisms belonging to this taxon dominate in the manure of farm animals.
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A simple absolute quantification method for routine analysis of taxon-specific RT PCR data characterizing 
the fraction of archaeal DNA in soil samples
Konstantin S Boyarshin, Anastasiia I Nechaeva, Yuliia N Kurkina, Valentina V Skorbach and Irina V Batlutskaia
Belgorod State University, Russia

Analysis of microbial communities of soils is necessary to study the relationship of their productivity with the 
composition of their microflora and to establish the main environmental roles, mainly performed by different 

taxa of microorganisms. Archaea make a significant share in soil microflora, participating in carbon and nitrogen 
cycles, however the specificity of their functions in soil microbial communities remains largely unclear. For 
screening of soil samples on the content of archaeal DNA need a convenient method to compare their number in 
the standard conditions of isolation of total DNA and of the analysis. Absolute quantitative data are preferable for 
studying archaea population dynamics and its comparison in different locations. To date, taxon-specific pairs of 
primers have been developed that recognize the genes of 16S rRNA of the Archaea domain. In this study, to calculate 
the absolute concentration of archaeal DNA, taking into account some important errors, we used the formula (fig. 
1) based on data from a DNA sample with a known molar concentration. The equation is based on the equality of 
the fluorescence values of the standard and the studied samples at the intersection of the fluorescence threshold 
line. It takes into account the differences in the factors of amplification and amplicon lengths for standard and test 
samples. The method of determining the relative representation of the lower order taxon among the representatives 
of the higher-order taxon was taken as a basis. The proposed method does not claim to overcome all the systematic 
errors arising when they use RT-PCR in the analysis of microbial communities, but also does not contradict the basic 
principles adopted for the analysis of data obtained in the application of RT-PCR or various tasks. In the analysis of 
a black soil sample using standard lambda phage DNA, a value of 0.74 p.mol/mg for archaeal 16S rRNA genes in the 
soil was obtained.
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Abstract—Soil microbial communities perform a number of 

important functions ensuring fertility. They depend on 

physical and chemical composition of soil and applied 

agricultural technology. To control the state of the soil, it is 

necessary to use methods that allow to quickly assess the 

dynamics of the structure of microbial communities. To 

develop convenient method for analysis of microbiota the set of 

taxon-specific primers for RT PCR, recognizing 16S rRNA 

genes of domain Bacteria, six bacterial phyla and one class was 

chosen. Calculation of the percentages of lower-order taxa in 

the upper-order taxon was carried out based on the number of 

amplification cycles required to achieve the threshold value of 

fluorescence intensity taking into account the values of 

amplification factors. Taxonomic structure of the bacterial 

component of the soil microbial community was analyzed using 

as an example a sample of the surface layer of arable black soil 

enriched with regular application of organic fertilizers. The 

compiled analysis protocol made it possible to obtain data on 

the percentages of phyla Firmicutes, Bacteroidetes, 

Actinobacteria, Verrucomicrobia, and of class 

Gammaproteobacteria belonging to phylum Proteobacteria.  

Keywords— soils, black soil, microbiome, RT-PCR  

I. INTRODUCTION  

One of the most important factors in ensuring soil fertility 
are the microbial communities functioning in it. Its functions 
include decomposition of complex organic substances, 
fixation of atmospheric nitrogen, conversion of phosphates to 
a soluble form, production of bioactive substances, 
suppression of phytopathogenic organisms and others. Their 
analysis is important for determining the functional state of 
the soil, the prospects for its agricultural use and the list of 
measures necessary to increase its fertility. 

The methods used to analyze soil microflora include 
cultivation of microorganisms on differential media, real-
time taxon-specific PCR (RT PCR), metagenomic 

sequencing of evolutionary conserved sequences, 
transcriptomic, proteomic and other methods [1, 2]. The 
strengths of taxon-specific RT PCR include rapidity and 
relatively low cost of analysis, the simplicity of sample 
preparation, processing and interpretation of the results. This 
makes the method suitable for routine analysis of soil 
communities to compare the results with expected indicators. 

In this study taxon-specific primer pairs specific for 
prokaryotic domains and phyla [3-5] and about usage of such 
ones [6-8] were selected and representative primer set was 
formed. Taxonomic analysis of microflora of black soil 
enriched by regular application of organic fertilizers was 
carried out. 

Lost of the soil fertility due to different factors is an 
important problem of nowadays. A rather serious factor in 
the crop production is soil compaction [9]. Soil damage of 
this nature occurs when excessive use of heavy machinery 
in conditions of insufficient measures for deep loosening. 
This problem is especially typical for heavy soils with small 
average size of mineral particles. 

Also important causes of loss of soil fertility are wind, 
water and biological erosion [10]. Biological erosion means 
the loss of stocks of soil organic matter as a result of the 
mineralization or “combustion” of humus. These reasons are 
manifested in the peculiarities of the wind regime, the nature 
of the relief and precipitation, and other phenomena 
influencing the cultivated soils.  

Soil humus stocks consist of its active and conservative 
parts. The first, due to mineralization, is a gratuitous food 
supplier for plants [10]. Currently most of arable soils, only 
the conservative part of humus remains. It practically does 
not lend itself to mineralization; the sources of nutrition for 
it are fertilizers and nutrients that are formed during the 
mineralization of plant debris. 
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These and many other factors alter physical, chemical 
and biological properties of arable soils. The aim of this 
research is to elaborate a method for determination of 
taxonomical structure of soil bacterial communities based on 
RT PCR for routine practical use. On this way, we were 
aimed to choose a set of taxon-specific primers capable to 
recognize evolutionary conserved sequences identically for 
the major of the representatives of high rank taxa such as 
phyla and classes. Also, we had check applicability of chosen 
amplification conditions. and of available reagents of budget 
price segment. Using samples of the black soil rich with 
organics as an example, we also were to collect information 
about microbiota of this valuable soil type.  

So, the sense of this study was to select and verify a 

real-time polymerase chain reaction protocol using a set of 

taxon-specific primers for the analysis of microflora of 

black soil. 

II.  EXPERIMENTAL 

For the analysis, we used a set of taxon-specific primers 

for phyla and certain classes of bacteria proposed by 

Young et al. 2015 [3]. In our study, primers 

complementary to 16S rRNA gene sequences were chosen 

from this source, including pairs specific for 6 phyla and 

one class of bacteria, as well as for the Bacteria domain as 

a whole (table I). 

Young and co-authors [3] validated all pairs using 

plasmid vector DNA bearing 16S rRNA genes of different 

taxa. The single PCR thermal cycler program, which 

included melting at a single temperature of 60 °C was 

applied. The program of the thermal cycler included 40 

cycles with three stages lasting 20 s each: melting at 95 °C, 

annealing the primers at 60 °C and DNA elongation at 

72°C. 

TABLE I.  TAXON-SPECIFIC PRIMERS USED IN THIS STUDY 

 

Target 

taxon 

Primer Sequence Ampli-

con, 

bp 

tm, 
оС 

Bacteroi-
detes 

Bac960F GTTTAATTCGATGATA

CGCGAG 
122 60 

Bac1100R TTAASCCGACACCTCA

CGG 

Firmicutes Firm934F GGAGYATGTGGTTTAA

TTCGAAGCA 
126 60 

Firm1060R AGCTGACGACAACCAT

GCAC 

Actinobac-

teria 

Act664F TGTAGCGGTGGAATGC

GC 
277 60 

Act941R AATTAAGCCACATGCT

CCGCT 

Deferribac-
teres 

Defer1115F CTATTTCCAGTTGCTA

ACGG 
150 60 

Defer1265R GAGHTGCTTCCCTCTG

ATTATG 

Verruco-
microbia 

Ver1165F TCAKGTCAGTATGGCC

CTTAT 
97 60 

Ver1263R CAGTTTTYAGGATTTC

CTCCGCC 

Tenericutes Ten662F ATGTGTAGCGGTAAAA

TGCGTAA 
200 60 

Ten862R CMTACTTGCGTACGTA

CTACT 

Gammaprot

eobacteria 

Gamma877F GCTAACGCATTAAGTR

YCCCG 
189 60 

Gamma1066

R 

GCCATGCRGCACCTGT

CT 

Bacteria 926F AAACTCAAAKGAATTG

ACGG 
136 60 

1062R CTCACRRCACGAGCTG

AC 

Unlike the original method [3], we used a mixture of 

reagents from Syntol (Moscow, Russia), that also provided 

us with the synthesis of primers. In the reaction mixture, 

the final concentration of magnesium ions was 2.5 mM, 

0.3 μM primers, 25 and 2.5 pg/μl DNA templates. 

For practical verification of the applicability of the 

compiled methodology, a soil sample was taken from depth 

of about 5 cm shortly after thawing in March and was kept 

for three weeks at room temperature under conditions of 

abundant moistening to activate microbiota. The 

preparation of the total soil DNA was isolated from a 

sample of arable black earth soil using diaGene kit by Dia-

M (Moscow, Russia). The DNA concentration in 

preparation, determined by measuring the optical 

absorption at a wavelength of 260 nm, was 9.75 μg, the 

total amount of DNA was 39 μg. 

Reactions were carried out using recombinant SynTaq 

DNA polymerase at pH 8.8, in the presence of 2.5 mM 

MgCl2, with fluorescence detection of the SYBR Green I 

dye. Mixtures of 25 μl each contained 10 μl of 2.5-fold 

reaction mixture, 7.5 μl of primer solutions added to final 

concentration of 0.33 pmol/μl each, and 7.5 μl of the DNA 

template preparation added to final concentration of 25 and 

2.5 pg/μl. Both dilutions of the DNA template were taken 

in triplicate. The reaction was carried out in a real-time 

thermal cycler CFX96 Touch by Bio-Rad (Hercules, USA). 

The program contained the step of melting DNA and 

activating DNA polymerase at a temperature of 96 °C for 5 

minutes. It was followed by 40 cycles of amplification, 

which included three stages lasting 20 seconds: melting at 

96 °C, annealing of primers at 60 °C, and elongation of the 

growing chain at 72 °C.  

The Cq values obtained for three parallels with each 

pair of primers and each concentration of the DNA 

template were averaged and the standard error of the mean 

was calculated. The calculation of the amplification factor 

for each pair of primers was carried out according to the 

equation 1: 

(1) 

Determination of taxa percentage in the bacterial 

component of the community was carried out according to 

the equation 2 [2]: 

(2) 

where X - the percentage of DNA of a particular bacterial 

taxon among the entire bacterial DNA, A is the 

amplification factors for a universal pair of primers (Bac) 

and a pair of primers specific to the DNA of this taxon (X), 

Cq - the number of amplification cycles required to reach 
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the threshold value, installed by the thermal cycler software 

in each case (or installed manually). 

III. RESULTS AND DISCUSSION 

According to the data obtained (table II, fig. 1), the 

Firmicutes and Bacteroidetes phyla dominated in the 

studied sample. The Actinobacteria phylum and the 

Gammaproteobacteria class were represented in a smaller 

number, and the Verrucomicrobia phylum in a small 

number. The phyla Deferribacteres and Tenericutes have 

not been detected. 

The choice of taxon-specific pairs of primers for 

analysis was based on published data indicating the 

presence of selected taxa in the microflora of soils [11, 12]. 

A significant proportion of bacteria belonging to the phyla 

Bacteroidetes, Actinobacteria and class 

Gammaproteobacteria is consistent with the data presented 

in these sources. A high percentage of representatives of 

the phyla Firmicutes can be associated with the 

introduction of manure fertilizers, since microorganisms 

belonging to this taxon dominate the intestines of farm 

animals. 

We had to compile a methodology for analyzing the 

taxonomic composition of soil bacterial communities at the 

level of phyla and certain classes of bacteria, and to 

confirm the effectiveness of its use. The analysis of 

literature allowed us to choose a set of primers that allows 

us to analyze some of wide-spread bacterial taxa by PCR. 

 

TABLE II.  INITIAL AND CALCULATED DATA ON THE ANALYSIS OF 

PERCENTAGES OF LOWER ORDER TAXA OF THE BACTERIA DOMAIN IN THE 

BACTERIAL COMMUNITY OF BLACK SOIL BY RT PCR 

Target 

group 

Cq 

(25 ng/µl) 

Cq 

(2,5 ng/µl) 

Diffe-

rence 

Amp-

lifica-

tion 

factor 

% 

Bacteria 
23,07±0,26 25,67±0,06 2,60 2,42 100 

Bacteroi-

detes 
26,64±0,12 29,45±0,08 2,81 2,27 23,45 

Firmicu-tes 
26,15±0,13 28,39±0,12 2,90 2,24 49,62 

Actino-

bacteria 
28,79±0,18 31,60±0,24 2,81 2,27 4,02 

Verruco-
microbia 40,21±0,67 43,36±0,15 3,18 2,06 0,017 

Gamma-

proteo-
bacteria 

29,29±0,16 32,92±0,31 3,63 1,89 2,31 

Deferri-

bacteres 
- - - - - 

Tenericu-tes 
- - - - - 

 

Fig. 1. Percentages of phyla Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, 

Verrucomicrobia and class Gammaproteobacteria in a black soil sample. 

The applied method met the requirement of 
applicability as a commercial rapid analysis, since it did not 
require use of different programs of the thermal cycler with 
reaction mixtures containing various pairs of primers. This 
feature reduces the time of analysis, allowing all the 
necessary reactions during the single run of a single PCR 
amplifier program. Thus, taking into account the duration 
of sample preparation, all procedures related to the analysis 
can be performed within one working day. So, the 
approach used makes it possible to achieve high 
performance of the method using conventional laboratory 
equipment. 

To test the practical applicability of this technique, a 
preparation of total soil DNA concentration of 1,95 μg/ml 
in a volume of 40 μl was obtained. To isolate this 
preparation, a sample was selected in which the intensive 
development of microorganisms was expected due to high 
initial concentration of organic substances (which is typical 
for black soils), as well as due to the annual introduction of 
manure and compost for many years. The experiment was 
aimed to obtain data for one specific sample taken under 
known conditions to confirm the applicability of the 
method first of all. 

The results of the analysis can be assessed as realistic 
because of their consistency with the literature data [11-
15]. A significant proportion of bacteria belonging to the 
phyla Bacteroidetes, Actinobacteria and class 
Gammaproteobacteria is consistent with the data presented 
in these sources. A high percentage of representatives of 
the phylum Firmicutes can be associated with the 
introduction of manure fertilizers, since microorganisms 
belonging to this taxon dominate the intestines of farm 
animals [16]. 

IV. CONCLUSION 

As the result of the work, the methodology was selected 

for analysis of soil communities at the level of phyla and 

some classes. The list of analyzed taxa can be further 

expanded by the introduction of new taxon-specific primer 

pairs. The compiled methodology allows analysis within 

one day from sampling to obtaining results. Moreover, 

during its development it was necessary to solve a number 

of experimental problems, such as ensuring an acceptable 

purity of the extracted preparations of total soil DNA using 

the diaGene (Dia-M, Russia) reagent kit, as well as 

preventing the influence of trace amounts of bacterial DNA 

observed as impurities in commercial 2.5-fold reaction 

mixture for PCR RT produced by Synthol CJSC. Thus, the 
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technique we used is not an exact repetition of one 

described in the original work [3]. 

The soil sample used to test the effectiveness of the 

compiled methodology was taken during a period of low 

activity of microorganisms, however, it was incubated after 

selection under conditions favorable for increasing their 

numbers. According to the results of the analysis, it 

contained taxa, which were previously found in various 

soils in significant quantities. The unexpectedly high 

percentage of the phylum Firmicutes can be explained by 

the annual application of manure compost as fertilizer, 

which is consistent with its microbiota structure [16]. 
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Abstract—The technology of anaerobic fermentation of 

organic substrates and especially of organic wastes with rich 

microbiota needs effective method to observe the microbial 

community on the different stages of substrate transformation, 

including its digestion, fermentation and conversion of its 

products to methane. The fast and cheap method based on 

taxon-specific RT PCR is developed to assess density of 

Archaea and Bacteria population in complex microbial 

communities. The data obtained on the samples from the 

industrial biogas plant on the different technological stages are 

consistent with processes that should evolve during 

fermentation. 

Keywords—microbiota, microbial communities, RT PCR, 

biomethanation, biogas  

 

I. INTRODUCTION  

Biogas production is a promising field of alternative 
energy with substantial economic [1] and ecological [2] 
potential. Efficiency of biomethanation process totally 
depends on the structure of the microbiota that performs 
decomposition of substrates, their fermentation and 
generation of methane [3, 4]. Complexity and dynamical 
behavior of microbial communities involved in the anaerobic 
fermentation technology attracts attention of researchers 
especially for last decade [5-8]. 

Due to economic reasons the substrate composition for 
large biogas plant is really unique and varies throughout the 
year. It makes impossible to elaborate the universal 
technological model to govern the parameters of 
biomethanation process. More, the response of microbial 
community to some feeding and conditional changes may 
pass some bifurcation points and be influenced by random 
fluctuations [9]. So, continuous optimization of the process 

needs regular analysis of chemical and biological parameters 
of the fermenting mix and effluent. 

Bacteria and Archaea play different roles in 
biomethanation process and their quantities are important 
parameter to govern it [10, 11]. The aim of our work is to 
elaborate the fast and cheap method for quantification of 
Archaea and Bacteria in complex microbial communities. 
The common approach implies data standardization using 
cloned 16S rRNA genes of some representatives of the taxa 
that are to assess [12]. The same time the data observed 
remain still method-dependent because of unequal binding 
capacity of primers chosen to target genes of different 
representatives of a taxon leading to biases in the resulting 
data. So, for practical purposes it is of sense to use 
standardization by such widely used DNA sequence as 
lambda phage DNA. This way is easier, cheaper and more 
universal. In the present study we have tested it. 

For quantification of the data, the simple equation was 
formulated based on the equal fluorescence of samples on 
the chosen threshold line (on the line generated by the 
softwear of the equipment). It depends on the cycle quantity 
(Cq) at the chosen matrix dilution, amplification factor and 
the amplicon length, effecting dye binding capacity. 

II. EXPERIMENTAL 

To achieve the aim of the work RT PCR technology was 
used. We employed three primer pairs specific to 16S rRNA 
genes of Bacteria and Archaea (from literature [13]) and to 
lambda phage DNA (based on its genome sequence data) 
(fig. 1). All three primer pairs showed good amplification 
factors (close to 2) when use the common annealing 
temperature 60 oC (data not shown). Primer pairs specific to 
the 16S rRNA genes of Bacteria and Archaea contained one 
or two degenerate positions necessary to ensure maximum 
coverage of sequences belonging to these taxa. 
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Fig. 1. Primer pairs used in the research. 

311.24 pM lambda phage DNA was added to each 150 µl 
sample of fermenting mix and effluent prior to microbiota 
DNA isolation to enable quantification of bacterial and 
archaeal 16S rRNA genes despite occasional levels of DNA 
losses. DNA was isolated using diaGene DNA extraction kit 
(Dia-M, Russia). Reaction mixture for RT PCR contained 
2.5x Reaction Mix with SYBR Green I (Syntol, Russia), 5, 
0.5 or 0.05 µg/ml of template DNA and 0.3 µM of each 
primer. The amplification program included initial 
denaturing step at 95 oC for 5 min and 40 cycles of three 
steps at 95, 60 and 72 oC for 20 s each. 

Quantification of bacterial and archaeal 16S rRNA genes 
was carried out using the formula 1 based on the assumption 
of equality of lambda phage and bacterial/archaeal amplicon 
DNA mass amounts in the fluorescence threshold points. It is 
necessary to take into account the length of amplicons, since 
it is proportional to the number of fluorescent dye molecules 
binding to them. 

                     (1) 

The known concentration of starting lambda DNA added 
prior to processing of samples was used for quantity 
determination of the taxon of interest by formula 1. C means 
molar concentration of recognizable sequences on the 
template DNA, L – amplicon length, A – amplification 
factor, Cq – amplification cycle quantity needed to achieve 
the fluorescence intensity threshold for the chosen template 
dilution. Index λ corresponds standard DNA (lambda phage), 
index 1 – DNA to be analyzed. 

Amplification factors for three primer pairs were 
calculated on the base of three 10-fold template dilutions 
used in triplicate. Despite the presence of DNA recognizable 
by the primers for lambda phage in the control DNA 
preparations without its addition, amount of such sequences 
was negligible compared with amount of lambda phage DNA 
added to the main preparations and could not influence the 
results.  

The biogas plant “Luchki” (AltEnergo L.L.C.) is situated 
in the north of Belgorod oblast (Russia). Its architecture 
consists of the four main tanks with mixing and thermostat 
facilities. Fermenting mix from tanks 1 and 2 enters the tank 
3, than the tank 4 and than is discarded and utilized (fig. 2). 
Tanks 1 and 2 are loaded with complex mix of swine 
manure, meat waste, silage, sugar beet pulp and other 
organic substrates. Operating temperature is 39 oC. 

 

 

Fig. 2. The flow direction of the fermentation mixture between the four tanks 
at the biogas plant "luchki" during sampling. 

III. RESULTS AND DISCUSSION 

Molar concentrations of 16S rRNA genes of Bacteria and 

Archaea that were determined in the present study are shown 

in table I and in fig. 3. The most dense bacterial population 

we detected in the tanks 2 and 3. This should point the most 

intense processes of substrate decomposition and 

fermentation. The highest amount of Archaea is observed in 

the tank 3. Here we should observe the most active 

methanogenesis processes. The lowest levels of both 

Bacteria and Archaea are in the tank 4 and in effluent 

poured out from it. 

The level of Bacteria varies from 615 pM of their 16S 

rRNA genes to 1.5 nM. Archaea level in all the cases is 

much lower and counts from 10 to 125 pM. Archaea 

percentages are from 1.6 to 8.3 % showing numeral 

dominance of Bacteria. These results are consistent with 

previous studies [5-8] and reflect biochemical balance of 

syntrophyc cooperation in methanogenic microbial 

communities [14]. In general, the processing steps of the 

substrate preceding the release of methane lead to the 

extraction of most of the energy from the compounds 

contained therein. Accordingly, when they occur, the largest 

part of the biomass of microorganisms present in the reactor 

is formed. Thus, at all technological stages of substrate 

fermentation, the biomass of bacteria, and, accordingly, 

their genomic DNA, dominates. This seems to be quite 

expected, given that the main direct precursors of methane, 

namely acetic acid, hydrogen and carbon dioxide [10], are 

the products of fermentation of those energy-rich 

compounds that are in the substrate, and only the waste of 

these processes get Archaea by syntrophic interaction with 

Bacteria. 

 
TABLE I.  MOLAR CONCENTRATIONS OF BACTERIAL AND ARCHAEAL 

16S RRNA GENES IN THE SAMPLES FROM DIFFERENT TANKS AND 

EFFLUENT OF BIOGAS PLANT “LUCHKI” AND THE PERCENTAGES OF 

ARCHEAL ONES 

 Tank 1 Tank 2 Tank 3 Tank 4 Effluent 

Bacteria, 

pM 

776 1 571 1 461 615 634 

Archaea, 

pM 

71 32 125 10 17 

Archaea, 

% 

8.3 2.0 7.9 1.6 2.6 
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Fig. 3. А: molar concentrations of 16S rRNA genes of Bacteria (b) and 

Archaea (a) in different tanks (1, 2, 3, 4) of the biogas plant and in the 

drained effluent (E). B: the same for Archaea only. 

The ratio of representatives of two prokaryotic domains 
of life (fig. 4) is different in two bioreactors for primary 
fermentation (1 and 2) that are fed with different substrate 
compositions, this is not surprising because of the differences 
in the amount and the nature of resources and accordingly in 
the tasks facing the microflora in both cases.  

In the tank 2 Archaea concentration is twice lower and 
Bacteria concentration is twice higher than in tank 1. Tank 3 
is fed with fermenting mix from tanks 1 and 2 equally, but 
the composition of microbiota in it tends to show Bacteria 
concentration higher than average between tanks 1 and 2. So 
digestion and fermentation processes performed by Bacteria 
are increasing on the way to the tank 3. The same time 
Archaea concentration increase in the tank 3 strongly 
showing the result of the substrate fermentation that is 
leading to higher availability of its products that are used by 
Archaea for active production of methane and for upscale of 
their biomass. The main part of methane is produced in the 
tank 3 and the process lowers strongly in tank 4 needed to 
gather the rest of the gas. Microbiota of the effluent is 
predictably similar to that of the tank 4.  

Comparing with fig. 3 it becomes obvious that despite the 
overall similarity between diagrams 3B and 4 only absolute 
quantitative data can provide satisfactory information about 
microbiota dynamics during the fermentation process 
occurring in the plant.  

The results show that by the time the fermented mixture 
is drained, both the content of Bacteria and the content of 
Archaea lower in it. Thus, the nutrient potential of the 
substrate has time to be depleted. 

IV. CONCLUSION 

The results are consistent with technological partition of 
the biomethanation process in the plant and confirm 
applicability of the method used. As shown in the previous 
sections, the quantitative data obtained correspond to the 
literature [5-8] and lend themselves to theoretical 
explanation. 

 

 

Fig. 4. Archaea percentages in different tanks (1, 2. 3, 4) of the biogas plant 
and in the effluent (E). 

One of the main conclusions from the obtained data is the 
practical insufficiency of determining taxon ratios for the 
assessment of processes in a biogas plant. Archaea 
percentage depends not only on density of their population 
but also on the density of the population of Bacteria. Paying 
attention to trophic dependence of methanogenic Archaea on 
functions provided by Bacteria we still cannot achieve any 
strict relation between their populations. Bacterial 
communities in a biogas plant would be very different in the 
presence of different substrate compositions, this would lead 
to different efficiency of syntrophic interactions with 
methanogens [15, 16]. This all provides necessity to base on 
absolute quantitative data resuming microbiota composition 
in the biogas plant on different stages of fermentation. 
Development of a convenient method for estimating the 
absolute numbers of microorganisms belonging to different 
taxa in complex microbial communities, performed in our 
study, allows us to obtain information of this kind for a 
variety of practical applications. 
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Как видно, локус β-Amy-A1 расположен на расстоянии 13,70+3,37% 
рекомбинации от гена В1, контролирующего остистость колоса хромосомы 
5А. Другой локус, β-Amy-D1, показал сцепление величиной около 35% 

рекомбинации с геном Rht-D1, расположенным в хромосоме 4D и 
ответственным за высоту растений (табл. 2). 

 

Таблица 2. Оценка сцепления локусов, контролирующих синтез 

изоферментов бета-амилазы (X-β), и фактора Rht2 (=Rht-D1b)  
в комбинации F2 АНК-12 х Pyrotrix 

Символы 

аллелей 

Фенотипы в F2  

Фаза 

 

χ2
L 

 

Процент 

рекомбинации A X B 

a     b 

 B_ b

b 

A-β X Rht-D1a 

a-β   Rht-D1b 

A_ 115 2

5 

 

притяж. 

 

0,14 

 

независимая 

aa 41 1
1 

D-β X Rht-D1a 

d-β     Rht-D1b 

A_ 118 2

0 

 

притяж. 

 

5,49 

 

38,89+4,75 

aa 38 1
6 

B-β X Rht-D1a 

b-β    Rht-D1b 

A-C-,-- 147 3

3 

 

притяж. 

 

89,87 

 

33,40+10,31 

aaC-,-- 9 3 
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In ensuring soil fertility, an important factor is the microbial communities 

functioning in them. Their analysis is important to determine the functional state 
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of the soil, the prospects for its use in agriculture and measures that will increase 
its fertility. Despite the active development of powerful methods for the analysis 
of soil microbial communities based on metagenomic and metaproteomic 

approaches, taxon-specific RT-PCR remains the most convenient for wide 
practical use, as the fastest and cheapest method. 

In this study, a technique was developed for using a set of taxon-specific 
primers in the taxonomic analysis of the bacterial component of the soil 

microflora using the example of black soil enriched with regular application of 
organic fertilizers. 

Soil samples were taken from a depth of ~ 5 cm after thawing in March and 
stored for three weeks at room temperature with abundant moistening to activate 

the microbiota. For the study, a set of taxon-specific primers [1] was used, which 
included pairs specific to 6 phyla and one class of bacteria, as well as to the 

Bacteria domain as a whole.  
 

 
Fig. 1. Percentages of phyla Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, 

Verrucomicrobia and class Gammaproteobacteria in a black soil sample 

 
According to the data obtained, Firmicutes and Bacteroidetes phyla were 

found in large numbers in the studied sample (fig. 1). The phylum Actinobacteria 

and class Gammaproteobacteria, belonging to the phylum Proteobacteria, were 
represented in a smaller amount, and the phylum Verrucomicrobia - in the 

insignificant amount. The phyla Deferribacteres and Tenericutes were not 
detected.  

Choice of taxon-specific pairs of primers for analysis was based on literature 
data indicating the presence of chosen taxa in the soil microflora [2, 3]. A 

significant proportion of bacteria belonging to phyla Bacteroidetes, Actinobacteria, 
and class Gammaproteobacteria is consistent with data presented in these sources. 
A high percentage of representatives of the phylum Firmicutes may be associated 

with the application of organic fertilizers, since the microorganisms belonging to 
this taxon dominate in the manure of farm animals [4]. 
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Ribes aureum Pursh нетрадиционная пищевая культура. Сорта этой 

культуры обладают широкой экологической пластичностью, что позволяет 
их возделывать в условиях, где другие виды смородины чувствуют себя 

угнетенно. В ягодах смородины золотистой содержатся сахара (6,3 - 17,0 %), 
сухие вещества (17 - 25 %), витамин С (23,2 – 125 мг %.), пектин (0,6 - 2,9 

%), органические кислоты (до 2,1 %), антоцианы (200 - 470 мг %). По 
содержанию в ягодах каротина (8- 19 мг % в пересчете на β-каротин) R. 

aureum стоит на первом месте в роде смородин. Плоды R. aureum имеют 
различную окраску, от желтой с переходом через красный до черной. 

Максимальное содержание каротина характерно для наиболее 
темноокрашенных форм. 

В период с 2010 по 2016 года проведено многолетнее исследование 
первых районированных в России сортов смородины золотистой ’Венера’, 

’Ляйсан’ и ’Шафак’ в условиях Белгородской области и республике 
Башкортостан. Регионы различны по климатическим условиям, так для 
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Bacteria and Archaea play different roles in biomethanation process and 

their quantities are important parameter to govern it [1, 2]. The aim of our work 
is to elaborate the fast and cheap methodic for quantification of Archaea and 

Bacteria in methanogenic communities. To achieve it RT PCR technology was 
used with three primer pairs specific to 16S rRNA genes of Bacteria and Archaea 

[3] and to lambda phage DNA. 311.24 pM lambda phage DNA was added to each 
150 µl sample of fermenting mix and effluent prior to microbiota DNA isolation 

to enable quantification of bacterial and archaeal 16S rRNA genes despite 
occasional levels of DNA losses. DNA was isolated using diaGene DNA 
extraction kit (Dia-M, Moscow). Reaction mixture for RT PCR contained 2,5x 

Reaction Mix + SYBR Green I (Syntol, Moscow), 5 µg/ml of template DNA and 
0.3 µM of each primer. The amplification program included 5 min 95 oC initial 

denaturing step and 40 cycles with 95, 60 and 72 oC steps 20 s each.  
Quantification of bacterial and archaeal 16S rRNA genes was carried out 

using the formula based on the assumption of equality of lambda phage and 
bacterial/archaeal amplicon DNA mass amounts in the fluorescence threshold 

points. 

 
C – molar concentration of recognizable sequences on the template DNA, L 

– amplicon length, A – amplification factor, Cq – amplification cycle quantity 
needed to achieve the fluorescence intensity threshold for the chosen template 

delution. Index λ corresponds standard DNA (lambda phage), index 1 – DNA to 
be analysed. 

Amplification factors for three primer pairs were calculated on the base of 

three 10-fold template dilutions used in triplicate. Despite the presence of DNA 
recognizable by the primers for lambda phage in the control DNA preparations 

without its addition, amount of such sequences was negligible compared with 
amount of lambda phage DNA added to the main preparations and could not 

influence the results.  

𝐶1 = 𝐶𝜆  
𝐴𝜆
𝐶𝑞𝜆  𝐿𝜆

𝐴1
𝐶𝑞1  𝐿1
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The biogas plant “Luchki” (AltEnergo L.L.C.) is situated in the north of 
Belgorod oblast (Russia). Its architecture consists of the four main tanks with 
mixing and thermostat facilities. Fermenting mix from tanks 1 and 2 enters tank 

3, than tank 4 and than is discarded and utilized. Tanks 1 and 2 are loaded with 
complex mix of swine manure, meat waste, silage, sugar beet pulp and other 

organic substrates. Operating temperature is 39 oC. Molar concentrations of 16S 
rRNA genes of Bacteria and Archaea that were determined in the present research 

are shown on the table 1. 
 

Table 1  
Molar concentrations of bacterial and archaeal 16S rRNA genes in the 

samples from different tanks and effluent of biogas plant “Luchki” and the 
percentages of archeal ones. 

 Tank 1 Tank 2 Tank 3 Tank 4 Effluent 

Bacteria, pM 776 1 571 1 461 615 634 

Archaea, pM 71 32 125 10 17 

Archaea, % 8.3 2.0 7.9 1.6 2.6 

 

 

The most dense bacterial population we detected in the tanks 2 and 3. This 
should mark the most intense processes of substrate decomposition and 

fermentation. The highest amount of archaea is observed in the tank 3. Here we 
should observe the most active methanogenesis processes. The lowest levels of 

both bacteria and archaea are in the tank 4 and in effluent poured out from it. The 
results are consistent with technological partition of the biomethanation process 

in the plant and confirm applicability of the method used. 
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Аннотация: современные тенденции развития бактериальной резистентности к антибиотикам, приво-
дящие к осложнениям в процессах борьбы с патогенами, актуализируют мероприятия разработки но-
вых способов противодействия инфицирующим объектам. В статье описывается исследование анти-
бактериальных свойств наноструктурированного азотнокислого серебра в натрий карбоксиметилцел-
люлозе и геллановой камеди на примере грамположительной бактерии Staphylococcus aureus с целью 
определения потенциала такого вещества как противомикробного агента. 
Ключевые слова: Staphylococcus aureus, наноконструирование, геллановая камедь, диско-диффузный 
метод, натрий карбоксиметилцеллюлоза, антибактериальная активность, разностный метод статистики. 
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Abstract: current trends in the development of bacterial resistance to antibiotics, leading to complications in 
the fight against pathogens, actualize the development of new ways of counteracting infectious objects. The 
article describes the study of the antibacterial properties of nanostructured silver nitrate in natrium-
carboxymethyl cellulose and gellan gum using the example of the gram-positive bacterium Staphylococcus 
aureus to determine the potential of such a substance as an antimicrobial agent. 
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Объектами изучения антибактериальной активности наноструктурированного азотнокислого се-

ребра в Na-карбоксиметилцеллюлозе и геллановой камеди была выбрана грамположительная бакте-
рия Staphylococcus aureus. Выбор такого микроорганизма обусловлен тем, что заболевания им вызы-
ваемые – одна из важнейших проблем в мире. Такое позиционирование имеет несколько аргументов, 
среди которых и повышение резистентности возбудителя к антибиотикам [1]. Исходя из этого, возника-
ет необходимость поиска и разработки новых способов борьбы с патогенными агентами. Среди таких 
способов – модификация молекул уже существующих веществ, обладающих антибиотическими свой-
ствами, молекулярными методами, в том числе и создание наноконструкций, приводящее к повышению 
антибактериальных свойств структуры [2].  

Известно, что серебро уничтожает многие болезнетворные бактерии, поэтому в медицине оно 
используется в лекарственных и антисептических препаратах, например, протаргол, колларгол, кол-
лоидные формы серебра и т.д. Коллоидный раствор серебра характеризуется мелкодисперсностью 
частиц, которые покрыты слоем молекул (например, белка), препятствующих слипанию частиц, и 
способствует излечению гнойных поражений глаз. Примечательное свойство серебра относительно 
стафилококков заключается в том, что они не могут приспособиться к данному металлу в отличии от 
антибиотиков [3]. 

Модификации молекул азотнокислого серебра натрий карбоксиметилцеллюлозой и геллановой 
камедью в различных массовых соотношениях за счёт самоорганизации (рис.1.) характеризуется полу-
чением наноструктур типа «гость-хозяин», где нитрат серебра выступает в качестве ядра, а поверх-
ностно-активное вещество играет роль носителя или оболочки. Такой молекулярный ансамбль облада-
ет всеми характеристиками своих компонентов, но при этом отдельные из них могут варьировать, в том 
числе и антибактериальная активность за счёт изменения реакционной способности азотнокислого се-
ребра в составе наноконструкции [4]. Целью данного исследования является изучение изменения ан-
тимикробных свойств азотнокислого серебра при наноконструировании с натрий карбоксиметилцеллю-
лозой и геллановой камедью. 

Измерения размеров наноструктурированных нитритов серебра проводили на мультипараметри-
ческом анализаторе наночастиц Nanosight LM0 производства Nanosight Ltd (Великобритания) в конфи-
гурации HS-BF (высокочувствительная видеокамера Andor Luca, полупроводниковый лазер с длиной 
волны 405 нм и мощностью 45 мВт). Прибор основан на методе анализа траекторий наночастиц (Nano-
particle Tracking Analysis, NTA), описанном в ASTM E2834 [7]. 

Оптимальным разведением частиц для исследования размера было выбрано 1: 100, и парамет-
ры прибора: Camera Level = 16, Detection Threshold = 10 (multi), Min Track Length: Auto, Min Expected 
Size: Auto.длительность единичного  измерения 215s, использование шприцевого насоса (рис. 2.) 
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Рис. 1. Микрофотография азотнокислотого сере-

бра в геллановой камеди в соотношении яд-
ро:оболочка 1:3 в концентрации 0,125% и увели-

чении Х400 
 

 
Рис. 2. Распределение частиц по размерам в образце нанокапсул нитрата серебра 

в геллановой камеди (соотношение ядро:оболочка 1:3 

Таблица 1 
Статистические характеристики распределений 

Параметр Значение 

Средний размер, нм 133,5 

D10, нм 79,3 

D50, нм 97 

D90, нм 124 

Коэффициент полидисперсности, (D90-D10)/D50 0,46 

Общая концентрация частиц, x108 частиц/мл 52,6 

 
Исследование проводили диско-диффузным методом, который основан на способности исследу-

емого вещества диффундировать в питательную среду с пропитанного им бумажного диска [2]. Для 
этого готовили суспензию микробных клеток, равной 0,5 оптической плотности с использованием Mi-
croscan Turbidity Meter (производство Siеmens). Далее производили посев газоном приготовленной сус-
пензии (по 100 мкл) в подготовленные стерильные чашки Петри с 5 мл питательной среды ГМФ.  Сте-
рильные бумажные диски (диаметром 9 мм), пропитанные исследуемым образцом, размещали в засе-
янные чашки (по четыре диска на одну чашку Петри). Повторность – три чашки на каждый исследуе-
мый образец вещества. Посевы инкубировались при 27ºС в течение 24 часов. По радиусу зон  ингиби-
рования вокруг бумажных дисков судили о различиях в чувствительности Staphylococcus aureus к ис-
следуемым образцам. 
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Для расчёта достоверности различия антибактериальной активности пользовались статистиче-
ской обработкой усреднённых радиусов зон ингибирования разностным методом [5]. 

 
Таблица 2 

Зоны ингибирования Staphylococcus aureus как показатель различия антибактериальной актив-
ности наноконструкций азотнокислого серебра в Na-карбоксиметилцеллюлозе и геллановой 

камеди 
 
 
 
 

Соотношение 

Натрий карбоксиметилцеллюлоза Геллановая камедь  
 
 
 

% 

Усреднённые 
радиусы зон 

ингибирования, 
͞Х (мм) 

Ошибка 
среднего, 

Sd 

Критерий 
Стьюдента, 

tрасч. 

Усреднённые 
радиусы зон 

ингибирования, 
͞Х (мм) 

Ошибка 
среднего, 

Sd 

Критерий 
Стьюдента, 

tрасч. 

 
Чистый (1.1) 

 
3,81 

 
 

Sd(1.1-2.1) = 
0,21; 

 
Sd(1.1-3.1) = 

0,20; 
 

Sd(1.1-4.1) 

=0,19; 

 
tрасч. (1.1-2.1) 

=7,095***; 
 

tрасч. (1.1-3.1 ) 

=13,097***; 
 

tрасч. (1.1-4.1) 

=10,536***; 

 
4,41 

 
Sd(1.1-2.1) = 

0,17; 
 

Sd(1.1-3.1) = 
0,21; 

 
 

 
tрасч. (1.1-2.1) 

=4,146***; 
 

tрасч. (1.1-3.1) 

=7,785***; 
 
 

 
 
 
 
 

0,15 

 
1:1 (2.1) 

 
2,30 

 

 
3,69 

 
1:2 (3.1) 

 
1,13 

 

 
2,76 

 
1:3 (4.1) 

 
1,8 

 

 
- 

 
Чистый (1.2) 

 

 
3,75  

Sd(1.2-2.2) = 
0,11; 

 
Sd(1.2-3.2) = 

0,14; 
 

Sd(1.2-4.2) 

=0,12; 

 
tрасч. (1.2-2.2) 

=4,448***; 
 

tрасч. (1.2-3.2) 

=9,976***; 
 

tрасч. (1.2-4.2) 

=3,472**; 

 
4,19  

Sd(1.2-2.2) = 
0,17; 

 
Sd(1.2-3.2) = 

0,18; 
 

Sd(1.2-4.2) 

=0,15; 

 
tрасч. (1.2-2.2) 

=7,154***; 
 

tрасч. (1.2-3.2) 

=2,677*; 
 

tрасч. (1.2-4.2 ) 

=6,540***; 

 
 
 
 
 

0,2 

 
1:1 (2.2) 

 

 
3,25 

 
3 

 
1:2 (3.2) 

 

 
2,34 

 
3,72 

 
1:3 (4.2) 

 

 
3,31 

 
3,22 

 
Чистый (1.3) 

 

 
4,04  

Sd(1.3-2.3) = 
0,15; 

 
Sd(1.3-3.3) = 

0,17; 
 

Sd(1.3-4.3) 

=0,2 

 
tрасч. (1.3-2.3) 

=4,363***; 
 

tрасч. (1.3-3.3) 

=6,226***; 
 

tрасч. (1.3-4.3) 

=6,295*** 

 
4,24  

Sd(1.3-2.3) = 
0,15; 

 
Sd(1.3-3.3) = 

0,14; 
 

Sd(1.3-4.3) 

=0,12 

 
tрасч. (1.3-2.3) 

=1,231; 
 

tрасч. (1.3-3.3 ) 

=7,081***; 
 

tрасч. (1.3-4.3) 

=10,011*** 

 
 
 
 
 

0,25 

 
1:1 (2.3) 

 

 
3,37 

 
4,05 

 
1:2 (3.3) 

 

 
2,97 

 
3,27 

 
1:3 (4.3) 

 

 
2,76 

 
2,96 

Примечание: 
* - различие статистически значимо при уровне р=> 0,05; 
** - различие статистически значимо при уровне р=> 0,01; 
*** - различие статистически значимо при уровне р=> 0,001. 
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Рис. 3. Усреднённые зоны ингибирования 

роста Staphylococcus aureus как показатель 
различия антибактериальной активности 

наноконструкций азотнокислого серебра в 
Na-карбоксиметилцеллюлозе 

Рис. 4. Усреднённые зоны ингибирования 
роста Staphylococcus aureus как показатель 

различия антибактериальной активности 
наноконструкций азотнокислого серебра в 

геллановой камеди 

В ходе статистической обработки усреднённых зон подавления роста грамположительных бакте-
рий Staphylococcus aureus, представленных на рисунках 3 и 4, было выявлено, что антибактериальная 
активность наноконструкций азотнокислого серебра в Na-карбоксиметилцеллюлозе с соотношением 
«ядро-оболочка» 1:1 характеризуется статистически значимым различием относительно чистого веще-
ства, так как оболочка снижает эффективность действующего вещества для всех процентных вариаций 
на 39,4% (для 0,15%-ных растворов), 13,3% (в случае 0,2%-ных растворов), и 16,6% (соответственно 
0,25%-ным растворам), а расчётные критерии достоверности Стьюдента составили tрасч(1.1-2.1) =7,095***, 
tрасч(1.2-2.2) =4,448***, tрасч(1.3-2.3) =4,363***, соответственно, что выше табличного значения при р=> 0,001, а 
именно, tst=3.510 (табл 2). 

Статистический анализ различия усреднённых зон подавления роста бактерий Staphylococcus 
aureus (рис. 5–16) наноструктурированного азотнокислого серебра в Na-карбоксиметилцеллюлозе с 
соотношением «ядро-оболочка» 1:2 относительно чистого нитрата серебра показал, что статистически 
значимо различие антибактериальной активности для всех процентных вариаций раствора, так как, но-
ситель действующего вещества снижает его эффективность на 70,3% (для 0,15% -ных растворов), 
37,6% (в случае 0,2%-ных растворов) и 26,5% (для 0,25%-ных растворов), при расчётных критериях 
достоверности Стьюдента tрасч(1.1-3.1)=13,097***, tрасч(1.2-3.2)=9,976***, tрасч(1.3-3.3)=6,226***, что выше таблич-
ного значения на уровне р=> 0,001, а именно, tst=3.510 (табл 2). 

Вариации наноконструкций азотнокислого серебра в Na-карбоксиметилцеллюлозе с соотношени-
ем «ядро-оболочка» 1:3 характеризуется статистически значимым различием антибактериальной ак-
тивности действующего вещества, где повышение доли носителя (Na-карбоксиметилцеллюлозы) сни-
жает его эффективность на 52,7% (для 0,15%-ных растворов), 11,7% (для 0,2%-ных растворов) и 31,7% 
(для 0,25%-ных растворов). Критерии достоверности Стьюдента, представленные в таблице 2, соста-
вили tрасч(1.1-4.1)=10,536***, tрасч(1.2-4.2)=3,472**, tрасч(1.3-4.3)=6,295***, что выше табличных значений при 
уровне р=> 0,001 и р=> 0,01, а именно tst=3.510 и tst=2,685. 
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Рис. 5. Зоны подавления ро-

ста Staphylococcus aureus 
0,15%-ного раствора чистого 

азотнокислого серебра 

Рис. 6. Зоны подавления ро-
ста Staphylococcus aureus 

0,2%-ного раствора чистого 
азотнокислого серебра 

Рис. 7. Зоны подавления ро-
ста Staphylococcus aureus 

0,25%-ного раствора чистого 
азотнокислого серебра 

   

Рис. 8. Зоны подавления ро-
ста Staphylococcus aureus 

0,15%-ного раствора азотно-
кислого серебра в Na-

карбоксиметилцеллюлозе с 
соотношением «ядро-

оболочка» 1:1 

Рис. 9. Зоны подавления ро-
ста Staphylococcus aureus 

0,2%-ного раствора азотно-
кислого серебра в Na-

карбоксиметилцеллюлозе с 
соотношением «ядро-

оболочка» 1:1 

Рис. 10. Зоны подавления ро-
ста Staphylococcus aureus 

0,25%-ного раствора азотно-
кислого серебра в Na-

карбоксиметилцеллюлозе с 
соотношением «ядро-

оболочка» 1:1 
   

   

Рис. 11. Зоны подавления 
роста Staphylococcus aureus 
0,15%-ного раствора азотно-

кислого серебра в Na-
карбоксиметилцеллюлозе с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:2 

Рис. 12. Зоны подавления 
роста Staphylococcus aureus 
0,2%-ного раствора азотно-

кислого серебра в Na-
карбоксиметилцеллюлозе с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:2 

Рис. 13. Зоны подавления ро-
ста Staphylococcus aureus 

0,25%-ного раствора азотно-
кислого серебра в Na-

карбоксиметилцеллюлозе с 
соотношением «ядро-

оболочка» 1:2 
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Рис. 14. Зоны подавления 

роста Staphylococcus aureus 
0,15%-ного раствора азотно-

кислого серебра в Na-
карбоксиметилцеллюлозе с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:3 

Рис. 15. Зоны подавления 
роста Staphylococcus aureus 
0,2%-ного раствора азотно-

кислого серебра в Na-
карбоксиметилцеллюлозе с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:3 

Рис. 16. Зоны подавления ро-
ста Staphyloc16occus aureus 
0,25%-ного раствора азотно-

кислого серебра в Na-
карбоксиметилцеллюлозе с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:3 

В ходе статистической обработки усреднённых зон подавления роста грамположительных 
бактерий Staphylococcus aureus, представленных на рисунках 5–16, было выявлено, что антибакте-
риальная активность наноконструкций азотнокислого серебра в геллановой камеди с соотношением 
«ядро-оболочка» 1:1 характеризуется статистически значимым различием относительно чистого 
вещества, так как, наноконструирование снижает эффективность действующего вещества на 16,3% 
(для 0,15%-ных растворов), 28,4% (в случае 0,2% -ных растворов), а критерии достоверности Стью-
дента расчётные составили tрасч(1.1-2.1) =7,095***, tрасч(1.2-2.2) =4,448***, tрасч(1.3-2.3) =4,363***, соответ-
ственно, что выше табличного значения при р=> 0,001, а именно, tst=3.510 (табл 2). Однако, для 
0,25%-ных растворов характерно статистически незначимое различие антибактериальной активно-
сти, где доля геллановой камеди снижает эффективность действующего вещества на 4,5%, что яв-
ляется несущественным, так как, критерий достоверности Стьюдента составил tрасч(1.3-2.3) =1,231, что 
ниже табличных значений (табл 2). 

Статистический анализ различия усреднённых зон подавления роста бактерий Staphylococcus 
aureus (рис. 5–16) вариациями наноконструкций с соотношением «ядро-оболочка» 1:2 относительно 
чистого нитрата серебра показал, что статистически значимо различие антибактериальной активности 
для всех процентных содержаний в растворе, так как, носитель действующего вещества снижает его 
эффективность на 37,4% (для 0,15%-ных растворов), 11,2% (в случае 0,2%-ных растворов) и 22,8% 
(для 0,25%-ных растворов), при расчётных критериях достоверности Стьюдента tрасч(1.1-3.1)=7,785***, 
tрасч(1.2-3.2)=2,677*, tрасч(1.3-3.3)=7,081***, что выше табличного значения на уровне р=> 0,001 и р=> 0,05, а 
именно, tst=3.510 и  tst=2,012 (табл (№)). 

Вариации наноконструкций азотнокислого серебра в геллановой камеди с соотношением «ядро-
оболочка» 1:3 характеризуется статистически значимым различием антибактериальной активности 
действующего вещества, где повышение доли носителя снижает его эффективность на 100% (для 
0,15%-ных растворов), 23,1% (для 0,2%-ных растворов) и 30,2% (для 0,25%-ных растворов). Критерии 
достоверности Стьюдента, представленные в таблице 2, составили, tрасч(1.2-4.2)=6,540***, tрасч(1.3-

4.3)=10,011***, что выше табличного значения при уровне р=> 0,001, а именно tst=3.510. 
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«ядро-оболочка» 1:2 
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Рис. (№). Зоны подавления 

роста Staphylococcus aureus 
0,15%-ного раствора азотно-
кислого серебра в геллано-
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«ядро-оболочка» 1:3 

Рис. (№). Зоны подавления 
роста Staphylococcus aureus 
0,2%-ного раствора азотно-

кислого серебра в геллановой 
камеди с соотношением «яд-

ро-оболочка» 1:3 

Рис. (№). Зоны подавления 
роста Staphylococcus aureus 
0,25%-ного раствора азотно-
кислого серебра в геллано-
вой камеди с соотношением 

«ядро-оболочка» 1:3 

Таким образом, исследование антибактериальной активности наноконструкций азотнокислого 
серебра в натрий карбоксиметилцеллюлозе и геллановой камеди на примере грамположительной бак-
терии Staphylococcus aureus диско-диффузным методом показало, что при наноконструировании эф-
фективность действующего вещества снижается, однако, наноструктуры нитрата серебра в геллановой 
камеди с соотношением «ядро-оболочка» 1:1 в 0,25%-ном растворе проявляют активность, различие 
которой со свойствами чистого вещества того же процентного соотношения в растворе статистически 
незначимо. Примечательно это, также потому, что наноконструкция содержит на 50% меньшую массо-
вую долю азотнокислого серебра, в отличие от чистого. 

Снижение антибактериальной активности при наноконструировании, предположительно, может 
быть связано со свойствами носителя действующего вещества. Так, молекулярный состав геллановой 
камеди (D-глюкоза-D-глюкуроновая кислота-D-рамноза в соотношении 2:1:1 [6]) может быть ближе к 
ферментным системам бактериального агента, обеспечивающих их метаболическую активность, чем 
производное целлюлозы (натрий карбоксиметилцеллюлоза), что может влиять на высвобождение дей-
ствующего вещества в реакционную среду. 
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Аннотация: в работе представлены результаты исследования по изучению антимикозной активности 
наноструктур азотнокислого серебра в Na-карбоксиметилцеллюлозе и геллановой камеди на примере 
плесневого гриба Aspergillus niger, в ходе которого выявлено, что модификация действующего веще-
ства характеризуется уменьшением доли азотнокислого серебра в препарате, но при этом увеличивает 
его активность. 
Ключевые слова: Aspergillus niger, наноконструирование, геллановая камедь, диско-диффузный ме-
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THE STUDY OF ANTIMICOSIS ACTIVITY OF NANOSTRUCTURED NITRIC ACID SILVER IN Na-
CARBOXYMETHYLCELLULOSE AND GELLAN GUM ON THE EXAMPLE OF ASPERGILLUS NIGER 
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Плесневые грибы Aspergillus niger, осуществляя процессы деградации органического субстрата, 

несут угрозу различным сферам жизнедеятельности человека, что усугубляется антропогенным воз-
действием, ведущим к увеличению спор в аэрозоле, например, агропромышленных комплексов [1]. 
Среди последствий контаминации организма – развитие аспергиллёзов. Они могут привести к значи-
тельным проблемам при производстве какой-либо животной продукции, так как поражают птиц, лоша-
дей, рогатый скот, кроликов, свиней, овец, собак и других культурных животных. Кроме того, плесневые 
грибы рода Aspergillus вызывают аспергиллёзы пчёл, что наносит удар не только по пасечным пред-
приятиям, но и процессам опыления различных культур растений [2]. Грибковые поражения различных 
полимерных материалов могут приводить к экономическим убыткам предприятий [3]. Таким образом, 
проявляется актуальная проблема в разработке легкодоступных средств подавления контаминации 
целевой продукций плесневыми грибами рода Aspergillus niger, распространённых повсеместно. При 
этом, средства контроля развития грибков должны обладать высокой эффективностью при минималь-
ных концентрациях действующего вещества. В ранее описанной работе, наноконструкции азотнокисло-
го серебра в геллановой камеди с соотношением «ядро-оболочка» 1:1 в 0,25%-ном растворе проявля-
ли антибактериальную активность, статистически незначимую относительно раствора чистого нитрата 
серебра той же концентрации, что объясняется 50%-ным содержанием действующего вещества в 
структурных агрегатах [4]. Исходя из этого, становится целесообразным исследовать антимикозные 
свойства азотнокислого серебра в Na-карбоксиметилцеллюлозе и геллановой камеди на других тест-
объектах, среди которых и плесневые грибы группы Aspergillus niger. 

Основные свойства наноструктур азотнокислого серебра приведены в ранней работе [4]. 
Изучение противогрибковых свойств проводили диско-диффузным методом [5]. Для этого гото-

вили суспензию спор, равной 0,5 оптической плотности с использованием Microscan Turbidity Meter 
(производство Siеmens). Далее производили посев газоном приготовленной суспензии (по 100 мкл) в 
подготовленные стерильные чашки Петри с 5 мл питательной среды Сабуро. Стерильные бумажные 
диски (диаметром 9 мм), пропитанные исследуемым образцом, размещали в засеянные чашки (три 
чашки по четыре диска). Посевы инкубировались при 27ºС в течение 24 часов. По радиусу зон ингиби-
рования вокруг бумажных дисков судили о чувствительности плесневого гриба к вариациям вещества.  

Для расчёта достоверности различия антимикозной активности наноконструкций азотнокислого 
серебра в различных концентрациях с чистым пользовались статистической обработкой усреднённых 
радиусов зон ингибирования разностным методом [6]. 
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Abstract: the paper presents the results of a study on the antimycotic activity of silver nitrate nanostructures in 
Na-carboxymethylcellulose and gellan gum by the example of Aspergillus niger mold, during which it was 
found that the modification of the active substance is characterized by a decrease in the proportion of silver 
nitrate in the preparation, but at the same time increases its activity. 
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carboxymethylcellulose, antibacterial activity, difference statistical method. 
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Таблица 1  
Зоны ингибирования Aspergillus niger как показатель антимикозной активности нанокон-

струкций азотнокислого серебра в Na-карбоксиметилцеллюлозе и геллановой камеди. 
 
 
 

Соотношение 

Na-карбоксиметилцеллюлоза Геллановая камедь  
 
 
 

% 

Усреднённые 
радиусы зон 

ингибирования, 
͞Х (мм) 

Ошибка 
среднего, 

Sd 

Критерий 
Стьюдента, 

tрасч. 

Усреднённые 
радиусы зон 

ингибирования, 
͞Х (мм) 

Ошибка 
среднего, 

Sd 

Критерий 
Стьюдента, 

tрасч. 

 
Чистый (1.1) 

 
6,12 

 
 

Sd(1.1-2.1) = 
0,37; 

 
Sd(1.1-3.1) = 

0,42; 
 

Sd(1.1-4.1) 

=0,39; 

 
tрасч. (1.1-2.1) 

=0,113; 
 

tрасч. (1.1-3.1 

) =1,032; 
 

tрасч. (1.1-4.1) 

=6,055***; 

 
5,15  

Sd(1.1-2.1) = 
0,24; 

 
Sd(1.1-3.1) = 

0,18; 
 

Sd(1.1-4.1) 

=0,21; 

 
tрасч. (1.1-2.1) 

=4,775***; 
 

tрасч. (1.1-3.1) 

=21,793***; 
 

tрасч. (1.1-4.1) 

=11,899***; 

 
 
 
 
 

0,15 

 
1:1 (2.1) 

 
6,08 

 

 
4,02 

 
1:2 (3.1) 

 
5,69 

 

 
1,15 

 
1:3 (4.1) 

 
3,77 

 

 
2,66 

 
Чистый (1.2) 

 

 
7  

Sd(1.2-2.2) = 
0,5; 

 
Sd(1.2-3.2) = 

0,46; 
 

Sd(1.2-4.2) 

=0,38; 

 
tрасч. (1.2-2.2) 

=0,547; 
 

tрасч. (1.2-3.2) 

=1,144; 
 

tрасч. (1.2-4.2) 

=5,419**; 

 
4,92  

Sd(1.2-2.2) = 
0,19; 

 
Sd(1.2-3.2) = 

0,23; 
 

Sd(1.2-4.2) 

=0,22; 

 
tрасч. (1.2-2.2) 

=1,677; 
 

tрасч. (1.2-3.2) 

=7,663***; 
 

tрасч. (1.2-4.2 ) 

=1,689; 

 
 
 
 
 

0,2 

 
1:1 (2.2) 

 

 
7,27 

 
4,6 

 
1:2 (3.2) 

 

 
6,48 

 
3,15 

 
1:3 (4.2) 

 

 
4,94 

 
4,54 

 
Чистый (1.3) 

 

 
7,83  

Sd(1.3-2.3) = 
0,46; 

 
Sd(1.3-3.3) = 

0,35; 
 

Sd(1.3-4.3) 

=0,32 

 
tрасч. (1.3-2.3) 

=5,511***; 
 

tрасч. (1.3-3.3) 

=6,736***; 
 

tрасч. (1.3-4.3) 

=14,093*** 

 
5,42  

Sd(1.3-2.3) = 
0,26; 

 
Sd(1.3-3.3) = 

0,18; 
 

Sd(1.3-4.3) 

=0,21 

 
tрасч. (1.3-2.3) 

=0,978; 
 

tрасч. (1.3-3.3 ) 

=22,894***; 
 

tрасч. (1.3-4.3) 

=1,691 

 
 
 
 
 

0,25 

 
1:1 (2.3) 

 

 
5,29 

 
5,67 

 
1:2 (3.3) 

 

 
5,5 

 
1,27 

 
1:3 (4.3) 

 

 
3,33 

 
5,06 

Примечание: 
* - различие статистически значимо при уровне р=> 0,05; 
** - различие статистически значимо при уровне р=> 0,01; 
*** - различие статистически значимо при уровне р=> 0,001. 
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Рис. 1. Усреднённые зоны ингибирования ро-

ста Aspergillus niger как показатель антимикоз-
ной активности наноконструкций азотнокисло-

го серебра в Na-карбоксиметилцеллюлозе 

Рис. 2. Усреднённые зоны ингибирования ро-
ста Aspergillus niger как показатель антимикоз-
ной активности наноконструкций азотнокисло-

го серебра в геллановой камеди 
 

 

   
Рис. 3. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,15%-

ным раствором азотнокислого 
серебра 

Рис. 4. Зоны подавления роста 
Aspergillus niger 0,2%-ным рас-
твором азотнокислого серебра 

Рис. 5. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,25%-

ным раствором азотнокисло-
го серебра 

 

   
Рис. 6. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,15%-

ным раствором азотнокислого 
серебра в Na-

карбоксиметилцеллюлозе с 
соотношением «ядро-

оболочка» 1:1 

Рис. 7. Зоны подавления роста 
Aspergillus niger 0,2%-ным рас-
твором азотнокислого серебра 
в Na-карбоксиметилцеллюлозе 

с соотношением «ядро-
оболочка» 1:1 

Рис. 8. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,25%-

ным раствором азотнокисло-
го серебра в Na-

карбоксиметилцеллюлозе с 
соотношением «ядро-

оболочка» 1:1 
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Рис. 9. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,15%-

ным раствором азотнокислого 
серебра в Na-

карбоксиметилцеллюлозе с 
соотношением «ядро-

оболочка» 1:2 
 

Рис. 10. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,2%-ным 
раствором азотнокислого се-

ребра в Na-
карбоксиметилцеллюлозе с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:2 

Рис. 11. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,25%-

ным раствором азотнокисло-
го серебра в Na-

карбоксиметилцеллюлозе с 
соотношением «ядро-

оболочка» 1:2 

   
Рис. 12. Зоны подавления ро-

ста Aspergillus niger 0,15%-
ным раствором азотнокислого 

серебра в Na-
карбоксиметилцеллюлозе с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:3 

Рис. 13. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,2%-ным 
раствором азотнокислого се-

ребра в Na-
карбоксиметилцеллюлозе с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:3 

Рис. 14. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,25%-

ным раствором азотнокисло-
го серебра в Na-

карбоксиметилцеллюлозе с 
соотношением «ядро-

оболочка» 1:3 
 
В ходе статистического анализа усреднённых радиусов зон подавления роста плесневого гриба 

выявлено, что различие антимикозной активности, свойственной наноструктурам азотнокислого серебра 
в Na-карбоксиметилцеллюлозе с соотношением 1:3 (рис. 12-14), относительно чистого (в процентных 
концентрациях 0,15%, 0,2% и 0,25%), является статистически значимым, так как данные доли Na-
карбоксиметилцеллюлозы снижают эффективность действующего вещества на 37,9%, 29,6% и 57,3%, 
соответственно (рис. 1), а расчётные критерии достоверности Стьюдента составили tрасч. (1.1-4.1) =6,055***, 
tрасч. (1.2-4.2) =5,419***, tрасч. (1.3-4.3) =14,093*** (таблица 1), что выше табличного значения при р =< 0,001*** 
(tst0,001= 3,402). При повышении процентного содержания исследуемых веществ до 0,25% в растворе, ста-
тистически значимое различие проявляется в случае сравнения антимикозной активности чистого азот-
нокислого серебра и наноструктурированного AgNO3-Na-KMЦ с весовым соотношением 1:1 и 1:2 (рис. 8 и 
1), так как в данном случае носитель снижает эффективность действующего вещества на 37,9% - для 1:1, 
и на 29,6% - для 1:2 (рис. 1). При этом расчётные критерии достоверности Стьюдента составили tрасч. (1.3-

2.3) =5,511*** и tрасч. (1.3-3.3) =6,736*** (таблица 1), что выше табличных при р =< 0,001*** (tst0,001= 3,402).  
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Антимикозная активность AgNO3-Na-KMЦ в других вариациях характеризуются статистически не 
значимым различием в эффективности относительно чистого азотнокислого серебра (рис.1). Такой вы-
вод основан на том, что в ходе эксперимента модификация вещества Na-карбоксиметилцеллюлозой в 
весовых соотношениях 1:1 и 1:2 снижает его активность на 0,65% и 7,2% для 0,15%-ных растворов. То-
гда как расчётные критерии достоверности Стьюдента составляют tрасч. (1.1-2.1) =0,113 и tрасч. (1.1-3.1 ) =1,032 
(таблица 1), что ниже табличных значений. Для 0,2% растворов характерно статистически незначимое 
различие эффективности действующего вещества в наноструктуре с весовым соотношением 1:1 (рис. 
7) относительно чистого азотнокислого серебра той же концентрации, так как доля Na-
карбоксиметилцеллюлозы повышает активность на 3,8% (рис.1) при расчётном критерии достоверно-
сти Стьюдента, равному tрасч. (1.2-2.2) =0,547, что ниже табличных значений, а именно, tst0,05= 1,987, 
tst0,01= 2,632, tst0,001= 3,402 (таблица 1). Эффективность наноструктур в тех же условиях, но с увеличени-
ем доли носителя до весового соотношения 1:2 (рис. 10), характеризуется снижением в сравнении с 
чистым азотнокислым серебром в 0,2% растворе на 7,43% (рис.1). Данное различие является стати-
стически незначимым, так как, расчётный критерий достоверности Стьюдента составляет tрасч. (1.2-3.2) 

=1,144 (таблица 1), что ниже табличных значений (tst0,05= 1,987, tst0,01= 2,632, tst0,001= 3,402).  
На рисунке 1 заметно, что при повышении концентрации чистого азотнокислого серебра с 0,15% 

до 0,25% антимикозная активность возрастает соответственно, тогда как свойства наноструктур варьи-
руют. Так, кроме вышеописанного, для 0,25% растворов весового соотношения 1:1 характерно сниже-
ние эффективности относительно чистого на 32,2%, а для той же концентрации структур с соотношени-
ем 1:2 – 29,5%. Описанные различия статистически значимы, так как расчётные критерии достоверно-
сти Стьюдента составляют tрасч. (1.3-2.3) =5,511***, tрасч. (1.3-3.3) =6,736*** (таблица 1), что выше табличного 
значения при р => 0,001 (tst0,001= 3,402).  

При статистической обработке усреднённых зон подавления роста плесневого гриба выявлено, что 
антимикозная активность 0,15%-ных растворов наноструктур AgNO3-геллановая камедь в весовых соот-
ношениях «действующее вещество:носитель» 1:1, 1:2 и 1:3 (рис. 15, 18, 21, 24)  характеризуется стати-
стически значимым различием относительно чистого азотнокислого серебра, так как геллановая камедь 
снижает эффективность на 22%, 77,7% и 48,3% (рис 1), тогда как расчётные критерии достоверности 
Стьюдента составляют tрасч. (1.1-2.1) =4,775***, tрасч. (1.1-3.1) =21,793*** и tрасч. (1.1-4.1) =11,899*** (таблица 1). Все 
полученные критерии превышают табличное значение на уровне р =< 0,001*** (а именно, tst0,001= 3,402), 
чем и подтверждается достоверность. При повышении концентрации вещества до 0,2% различие анти-
микозных свойств значимо в случае растворов с весовым соотношением 1:2 (рис.2), где доля геллановой 
камеди в структуре приводит к снижению активности азотнокислого серебра на 36% (tрасч. (1.2-3.2) =7,663***, 
что выше tst0,001= 3,402). Для AgNO3-геллановая камедь 1:1 и 1:3 характерно статистически незначимое 
различие антимикозной активности относительно контрольного чистого азотнокислого серебра, что обу-
словлено снижением носителем эффективности действующего вещества на 6,5% и 7,7% (рис.2), а рас-
чётные критерии достоверности Стьюдента составили tрасч. (1.2-2.2) =1,677, tрасч. (1.2-4.2 ) =1,689 (таблица 1), 
что ниже табличных значений (tst0,05= 1,987, tst0,01= 2,632, tst0,001= 3,402). Образцы в 0,25%-ных растворах 
проявляют статистически незначимое различие эффективности относительно чистого вещества в случае 
весовых соотношений 1:1 и 1:3 (рис. 17, 20, 26), так как, наноструктурирование повышает активность Ag-
NO3-геллановая камедь 1:1 на 5 % и снижает её для AgNO3-геллановая камедь 1:3 на 6 % (рис. 2), а рас-
чётные критерии достоверности Стьюдента составили tрасч. (1.3-2.3) =0,978 и tрасч. (1.3-4.3) =1,691 (таблица 
1), что ниже табличных значений (tst0,05= 1,987, tst0,01= 2,632, tst0,001= 3,402). 

Таким образом, в ходе исследования антимикозной активности наноструктур азотнокислого се-
ребра в Na-карбоксиметилцеллюлозе и геллановой камеди на примере плесневого гриба Aspergillus 
niger выявлено, что при наноконструировании эффективность действующего вещества вариьрует. В 
основном, сравнение с активностью чистого вещества показало статистически незначимое различие 
как для вариантов с Na-карбоксиметилцеллюлозой, так и для вариантов с геллановой камедью. Сниже-
ние антимикозных свойств, предположительно, может быть связано со свойствами носителей – поли-
меров, которые могут образовывать конгломераты, увеличивая, тем самым, размеры частиц в раство-
ре. Такая коацервация может приводить к замедлению диффузии действующих веществ в среду. 
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Рис. 15. Зоны подавления ро-

ста Aspergillus niger 0,15%-ным 
раствором азотнокислого се-

ребра 

Рис. 16. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,2%-ным 
раствором азотнокислого се-

ребра 

Рис. 17. Зоны подавления 
роста Aspergillus niger 0,25%-
ным раствором азотнокисло-

го серебра 
 

   
Рис. 18. Зоны подавления ро-

ста Aspergillus niger 0,15%-ным 
раствором азотнокислого се-
ребра в геллановой камеди с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:1 

Рис. 19. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,2%-ным 
раствором азотнокислого се-
ребра в геллановой камеди с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:1 

Рис. 20. Зоны подавления 
роста Aspergillus niger 0,25%-
ным раствором азотнокисло-
го серебра в геллановой ка-

меди с соотношением «ядро-
оболочка» 1:1 

 

   
Рис. 21. Зоны подавления ро-

ста Aspergillus niger 0,15%-ным 
раствором азотнокислого се-
ребра в геллановой камеди с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:2 

Рис. 22. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,2%-ным 
раствором азотнокислого се-
ребра в геллановой камеди с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:2 

Рис. 23. Зоны подавления 
роста Aspergillus niger 0,25%-
ным раствором азотнокисло-
го серебра в геллановой ка-

меди с соотношением «ядро-
оболочка» 1:3 
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Рис. 24. Зоны подавления ро-

ста Aspergillus niger 0,15%-ным 
раствором азотнокислого се-
ребра в геллановой камеди с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:3 

Рис. 25. Зоны подавления ро-
ста Aspergillus niger 0,2%-ным 
раствором азотнокислого се-
ребра в геллановой камеди с 

соотношением «ядро-
оболочка» 1:3 

Рис. 26. Зоны подавления 
роста Aspergillus niger 0,25%-
ным раствором азотнокисло-
го серебра в геллановой ка-
меди =с соотношением «яд-

ро-оболочка» 1:3 
 
Следует отметить, что варианты, характеризующиеся статистически незначимым снижением или 

повышением антимикозной активности, содержат в себе в несколько раз меньшую долю действующего 
вещества относительно чистого азотнокислого серебра. Так, при весовом соотношении «яд-
ро:оболочка» AgNO3-Na-КМЦ 1:1 доля действующего вещества в структуре составляет 57%, в случае 
AgNO3-Na-КМЦ 1:2 – 40%, а для AgNO3-Na-КMЦ 1:3 - 30%, а при тех же весовых соотношениях, но с 
геллановой камедью, доля действующего вещества 45,3% (для 1:1), 32% (для 1:2), 32% (для 1:3).  Ис-
ходя из этого, очевидно, что для повышения эффективности действующего вещества имеют значение 
свойства носителя. В общем при одинаковых процентных концентрациях, сравниваемые образцы, не 
смотря на снижение доли действующего вещества, характеризуются близкими по эффективности свой-
ствами. 

Кроме того, может иметь значение доступность носителя как субстрата для тест-объекта. Так как 
носители являются полисахаридами или их производными (Na-карбоксиметилцеллюлоза), они могут 
выступать в качестве субстрата для грибов и интенсивнее расщепляются те, которые являются энерге-
тически выгодными [1]. 

 
Список литературы 

 
1. Билай В.И., Коваль Э.З. Аспергиллы – Киев : Наук. думка 1988. – 204 с.  
2. Сиротин А.А., Кролевец А.А., Клюева В.В., Наноструктурированные цефалосрориновые ан-

тибиотики: свойства и биологическая активность // Известия Международной академии аграрного обра-
зования. 2017. №32. С. 121-125. 

3.  И.М. Грубер, Е.А. Асташкина, Н.Б. Егорова Факторы патогенности Staphylococcus aureus – 
их роль в инфекционном процессе и в формировании поствакцинального иммунитета. Эпидемиология 
и Вакцинопрофилактика №3 (88)/2016. 

4. Бородина Т.Н., Румш Л.Д., Кунижев С.М., Сухоруков Г.Б., Ворожцов Г.Н., Фельдман Б.М., 
Марквичева Е.А. Полиэлектролитные микрокапсулы как системы доставки биологически активных ве-
ществ // Биомедицинская химия. Том: 53, № 5 2007 С.557-565. 

5. Tyrsin Yu.A., Krolevets A.A., Edelev D.A., Bykovskay E.E.. Nano and micro capsulation of cepha-
losporin antibiotics / World Applitd Sciences Journal, 2014, v.30, N 11, p.1636-1641. 

6. Сиротин А.А. Исследование антибактериальной активности наноконструированного азотно-
кислого серебра в Nа-карбоксиметилцеллюлозе и геллановой камеди на примере Staphylococcus aure-
us / А.А. Кролевец, А.А. Сиротин,  Н.С. Ляховченко, В.Ю. Сенченков, А.Ю. Молдаванова, А.И. Нечаева // 
НАУКА И ИННОВАЦИИ В XXI ВЕКЕ: АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ, ОТКРЫТИЯ И ДОСТИЖЕНИЯ: сборник 



22 European Scientific Conference 

 

XVII международная научно-практическая конференция  | МЦНС «НАУКА И ПРОСВЕЩЕНИЕ» 

статей XIV Международной научно-практической конференции. – Пенза: МЦНС «Наука и Просвеще-
ние». – 2019. – 142 с. 

7. Интернет-портал: https://www.astm.org/Standards/E2834.htm 
8. Основы научных исследований в агрономии /В.Ф. Моисейченко, М.Ф. Трифонова, А.X. Заве-

рюха, В.Е. Ещенко. — M.: Колос, 1996. — 336 с: ил. — (Учебники и учеб. пособия для студентов высш. 
учеб. заведений). 

  

https://www.astm.org/Standards/E2834.htm




Министерство науки и высшего образования Российской Федерации
Федеральное государственное бюджетное научное учреждение

«Белгородский федеральный аграрный научный центр
Российской академии наук»

ИННОВАЦИОННЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ 
В ХИМИЗАЦИИ ЗЕМЛЕДЕЛИЯ 

И СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННОГО ПРОИЗВОДСТВА

Материалы 
Всероссийской научно-практической конференции

с международным участием
и Всероссийской Школы молодых ученых

19–21 июня 2019 г.

Белгород
2019



УДК 631.8(063)
ББК 40.4я431
И 665

Редакционная коллегия:
С.И. Тютюнов, д.с.-х.н. – главный редактор; Л.Г. Смирнова, д.б.н., профессор – заме-
ститель редактора; А.Н. Воронин, д.с.-х.н. – заместитель редактора; В.А. Багиров, 
д.б.н.; Ю.Ф. Лачуга, д.т.н., профессор; А.А. Завалин, академик РАН, д.с.-х.н., профес-
сор; В.Г. Сычев, академик РАН, д.с.-х.н., профессор; В.А. Романенков, д.б.н., профес-
сор; С.Н. Алейник, заместитель Губернатора области – начальник департамента АПК и 
воспроизводства окружающей среды Белгородской области; О.А. Павлова – заместитель 
Губернатора Белгородской области; О.Н. Полухин, д.полит.н., профессор; А.В. Турьян-
ский, д.э.н., профессор; С.Н. Глаголев, д.э.н., профессор; А.А. Бучек – начальник управ-
ления профессиональным образованием и науки департамента внутренней и кадровой 
политики Белгородской области; П.И. Солнцев, к.с.-х.н.; В.П. Нецветаев, д.б.н., про-
фессор; В.Д. Соловиченко, д.с.-х.н.; В.В. Навальнев, к.с.-х.н.; Л.Н. Придачина, к.с.-х.н.; 
Г.Н. Шальнева; В.Н. Баранов; С.А. Хорошилов, к.б.н.; И.И. Михайленко, к.б.н.; Л.С. Бон-
даренко, к.б.н.; Ю.В. Хорошилова, к.б.н.; Е.В. Навольнева, к.с.-х.н.

Печатается по решению Ученого совета
ФГБНУ «Белгородский ФАНЦ РАН»
(Протокол № 4 от 18 апреля 2019 г.)

Адрес: Россия, 308001, г. Белгород, ул. Октябрьская, 58,
ФГБНУ «Белгородский ФАНЦ РАН»

За достоверность представленных в сборнике сведений
несут ответственность авторы соответствующих материалов

И 665 Инновационные направления в химизации земледелия и сельскохозяйствен-
ного производства: материалы Всероссийской научно-практической конфе-
ренции с международным участием и Всероссийской Школы молодых уче-
ных, 19–21 июня 2019 г. / [редкол.: С.И. Тютюнов (гл. ред.), Л.Г. Смирнова, 
А.Н. Воронин и др.]. – Белгород: ООО «Принт», 2019. – 726 с.: ил.

В сборнике представлены результаты исследований отечественных и зарубежных 
специалистов в теоретической и практической областях химизации земледелия, агрохи-
мии и сельскохозяйственного производства, рассмотрены агроэкологические и эконо-
мические аспекты применения средств химизации, современные направления развития 
адаптивно-ландшафтных систем земледелия, пути сохранения и воспроизводства поч-
венного плодородия, проблемы селекции и семеноводства для современных агротехно-
логий, актуальные вопросы кормопроизводства.

Для научных работников и специалистов сельского хозяйства.

УДК 631.8(063)
ББК 40.4я431

ISBN 978-5-9631-0736-2
DOI 10.25809/PRNT.2522

© ФГБНУ «Белгородский ФАНЦ РАН», 2019
© Издательство «Принт», 2019



677

УДК 579.64

АНАЛИЗ ТАКСОНОМИЧЕСКОЙ СТРУКТУРЫ 
БАКТЕРИАЛЬНОГО СООБЩЕСТВА ЧЕРНОЗЕМА 
МЕТОДОМ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ 

В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ

ANALYSIS OF TAXONOMIC STRUCTURE 
OF BACTERIAL COMMUNITY OF BLACK SOIL 

BY THE METHOD OF REAL TIME POLYMERASE 
CHAIN REACTION

А.И. Нечаева, К.С. Бояршин, В.В. Клюева, И.В. Батлуцкая
A.I. Nechayeva, K.S. Boyarshin, V.V. Klyueva, I.V. Batlutskaya

ФГАОУ ВО «Белгородский государственный национальный 
исследовательский университет», Белгород

FSAEI HE «Belgorod State National Research University», Belgorod
E-mail: nechayeva@list.ru

Аннотация. Методом ПЦР РВ с использованием набора таксон-
специфических праймеров проведен анализ таксономической структуры 
бактериальной компоненты почвенного микробного сообщества на при-
мере приповерхностного слоя пахотного чернозема, обогащенного регу-
лярным внесением органических удобрений. Определены процентные доли 
типов Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Verrucomicrobia и класса 
Gammaproteobacteria в составе бактериальной компоненты сообщества.

Аbstract. In the sample of the surface layer of arable black soil enriched 
by regular fertilization by organic fertilizers taxonomic structure of the bacterial 
component of the soil microbial community was analyzed by RT PCR method 
using a set of taxon-specifi c primers. The percentages of phyla Firmicutes, Bac-
teroidetes, Actinobacteria, Verrucomicrobia and of class Gammaproteobacteria 
in the bacterial part of community were determined.

Ключевые слова: почвы, чернозем, микробиом, ПЦР РВ.
Keywords: soils, black soil, microbiome, RT PCR.

ВВЕДЕНИЕ
Важнейшим фактором в обеспечении плодородия почв являются функ-

ционирующие в них микробные сообщества. В число их функций входит 
разложение сложных органических веществ, фиксация атмосферного азота, 
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перевод фосфатов в растворимую форму, выработка биоактивных веществ, 
подавление фитопатогенных организмов. Их анализ важен для определения 
функционального состояния почвы, перспектив ее сельскохозяйственного 
использования и перечня мер, необходимых для повышения ее плодородия.

В число методов, применяемых для анализа почвенной микрофлоры, 
входит культивирование микроорганизмов на дифференциальных средах, 
таксон-специфическая ПЦР в реальном времени (ПЦР РВ), метагеном-
ное секвенирование эволюционно консервативных последовательностей, 
транскриптомные, протеомные и иные методы. К сильным сторонам так-
сон-специфической ПЦР РВ относятся скорость и относительно невысо-
кая стоимость проведения анализа, простота пробоподготовки, обработки 
и интерпретации результатов. Это делает метод пригодным для рутинного 
анализа почвенных сообществ и сопоставления полученных результатов с 
ожидаемыми показателями.

В данном исследовании был проведен таксономический анализ ми-
крофлоры чернозема, обогащенного регулярным внесением органических 
удобрений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Почвенные пробы были отобраны на приусадебном участке с глубины 

около 5 см вскоре после оттаивания в марте и выдерживались в течение 
трёх недель при комнатной температуре в условиях обильного увлажнения 
для активизации микробиоты. Суммарная ДНК микробного сообщества 
была выделена из образца почвы массой 150 мг с использованием набора 
diaGene фирмы «Диа-М».

Для проведения исследования был использован набор таксон-специ-
фических праймеров [1], включающий пары, специфичные к 6 типам и од-
ному классу бактерий, а также в целом к домену Bacteria (табл. 1).

Таблица 1. Последовательности таксон-специфических праймеров, 
примененных в исследовании

Таксон Обозначение Последовательность

Дли-
на ам-
пли-
кона, 
пн

tm, 
оС

Bacteroidetes
Bac960F GTTTAATTCGATGATACGCGAG

122 60
Bac1100R TTAASCCGACACCTCACGG

Firmicutes
Firm934F GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA

126 60
Firm1060R AGCTGACGACAACCATGCAC
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Actinobacteria
Act664F TGTAGCGGTGGAATGCGC

277 60
Act941R AATTAAGCCACATGCTCCGCT

Deferribacteres
Defer1115F CTATTTCCAGTTGCTAACGG

150 60
Defer1265R GAGHTGCTTCCCTCTGATTATG

Verrucomicrobia
Ver1165F TCAKGTCAGTATGGCCCTTAT

97 60
Ver1263R CAGTTTTYAGGATTTCCTCCGCC

Tenericutes
Ten662F ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAA

200 60
Ten862R CMTACTTGCGTACGTACTACT

Gammaproteobacteria
Gamma877F GCTAACGCATTAAGTRYCCCG

189 60
Gamma1066R GCCATGCRGCACCTGTCT

Bacteria
926F AAACTCAAAKGAATTGACGG

136 60
1062R CTCACRRCACGAGCTGAC

Для проведения ПЦР РВ использовали реактивы ЗАО «Синтол» (ЗАО 
«Синтол», #М-427). Реакции велись с использованием рекомбинантной ДНК-
полимеразы SynTaq при рН 8,8, в присутствии 2,5 мМ MgCl2, с детекцией про-
дукта по флуоресценции красителя SYBR Green I. Смеси объемом по 25 мкл 
содержали по 10 мкл 2,5-кратной реакционной смеси, по 7,5 мкл растворов 
праймеров, добавляемых до конечной концентрации 0,33 пмоль/мкл каждого, 
и по 7,5 мкл препарата ДНК-матрицы, добавляемой до конечной концентрации 
25 и 2,5 пг/мкл. Оба разведения ДНК-матрицы брали в трех повторностях.

Реакцию проводили в термоциклере для ПЦР РВ CFX96 Touch фир-
мы «Bio-Rad». Программа содержала этап плавления ДНК и активации 
ДНК-полимеразы при температуре 96 оС продолжительностью 5 мин. За 
ним следовали 40 циклов амплификации, включавшие по три этапа про-
должительностью 20 сек: плавление при 96 оС, отжиг праймеров при 60 оС 
и элонгацию растущей цепи при 72 оС.

Определение процентной доли таксонов в бактериальной компоненте 
сообщества проводили по формуле [2]:

A(Bac)
Cq(Bac)

X = -------------------- х 100 %
A(Х)

Cq(Х)

где Х – процентная доля ДНК определённого таксона бактерий среди 
всей бактериальной ДНК, А – факторы амплификации для универсальной 
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пары праймеров (Bac) и пары праймеров, специфичной к ДНК данного так-
сона (Х), Cq – число циклов амплификации, необходимое для достижения 
порогового значения, установленного программным обеспечением термо-
циклера в том и другом случае.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно полученным данным, в исследованном образце доминиро-

вали типы Firmicutes и Bacteroidetes (рис. 1). Тип Actinobacteria и класс 
Gammaproteobacteria, относящийся к типу Proteobacteria, были представ-
лены в меньшем количестве, а тип Verrucomicrobia в незначительном коли-
честве. Типы Deferribacteres и Tenericutes детектированы не были.

Рисунок 1. Процентные доли типов Firmicutes, Bacteroidetes, 
Actinobacteria, Verrucomicrobia и класса Gammaproteobacteria 

в образце чернозёма

Выбор таксон-специфических пар праймеров для анализа основывал-
ся на литературных данных, указывающих на наличие выбранных таксонов 
в микрофлоре почв [3, 4]. Значительная доля бактерий, относящихся к ти-
пам Bacteroidetes, Actinobacteria и класса Gammaproteobacteria согласуется 
с данными, представленными в этих источниках. Высокий процент пред-
ставителей типа Firmicutes может быть связан с внесением органических 
удобрений, так как микроорганизмы, относящиеся к этому таксону, доми-
нируют в навозе сельскохозяйственных животных [5].

ЛИТЕРАТУРА
1. Yun-Wen Yang Use of 16S rRNA Gene-Targeted Group-Specifi c Primers 

for Real-Time PCR Analysis of Predominant Bacteria in Mouse Feces / Yun-Wen 



681

Yang, Mang-Kun Chen, Bing-Ya Yang, Xian-Jie Huang, Xue-Rui Zhang, Liang-
Qiang He, Jing Zhang, Zi-Chun Hua // Applied and Environmental Microbiol-
ogy, 2015 – Volume 81 – № 19.

2. Bacchetti De Gregoris T. Improvemen of phylum- and class-specifi c 
primers for real-time PCR quantifi cation of bacterial taxa. / Bacchetti De Grego-
ris T, Aldred N, Clare AS, Burgess JG. // Microbiol Methods, 2011 86:351–356. 
[Электронный ресурс] – http://dx.doi.org/10.1016/j.mimet.2011.06.010.

3. Iratxe Zarraonaindia. The Soil Microbiome Infl uences Grapevine-
Associated Microbiota / Iratxe Zarraonaindia,a,b Sarah M. Owens,a,c Pamela 
Weisenhorn,c Kristin West,d Jarrad Hampton-Marcell,a,e Simon Lax,e Nicholas 
A. Bokulich,f David A. Mills,f Gilles Martin,g Safi yh Taghavi,d Daniel van der 
Lelie,d Jack A. Gilbert // mBio, 2015 – Volume 6 – Issue 2 e02527–14.

4. Yongkyu Kim. Differential Assemblage of Functional Units in Pad-
dy Soil Microbiomes / Yongkyu Kim, Werner Liesack // PLOS ONE, 2015 
[Электронный ресурс] – http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0122221.

5. Michelle M. O’ Donnell Core fecal microbiota of domesticated her-
bivorous ruminant, hindgut fermenters, and monogastric animals / Hugh 
M.B. Harris, R. Paul Ross, Paul W. O’Toole // MicrobiologyOpen, 2017 6:e509. 
[Электронный ресурс] – https://doi.org/10.1002/mbo3.509.

УДК 631.41

ОСОБЕННОСТИ СТРУКТУРНОГО СОСТОЯНИЯ ЧЕРНОЗЕМОВ 
ВЫЩЕЛОЧЕННЫХ РАЗНОЙ СТЕПЕНИ СМЫТОСТИ

FEATURES OF THE STRUCTURAL STATE OF LEACHED 
CHERNOZEM OF DIFFERENT DEGREES OF WASHOUT

В.И. Нусс, Я.Е. Андрусевич, А.И. Громовик
V.I. Nuss, Y.E. Andrusevich, A.I. Gromovik

ФГБОУ «ВГУ», Воронеж
«Voronezh State University», Voronezh

E-mail: nussnuss96@mail.ru
E-mail:X-force-x2009@yandex.ru

E-mail:agrom.ps@mail.ru

Аннотация. В данной статье представлены результаты исследова-
ния изменения содержания гумуса и структурного состояния в черноземах 
выщелоченных разной степени смытости.
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Биоцеллюлоза, продуцируемая исследуемыми штаммами микроорганизмов, может 

быть рекомендована для разработки новых биотехнологических препаратов для 

медицины, косметики, пищевой промышленности и др. 

Данная работа ведется в рамках грантового проекта № АР05132472 Комитета 

науки Министерства образования и науки Республики Казахстан. 

 

РАЗРАБОТКА ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО БИОРЕАКТОРА ДЛЯ МОДЕЛИРОВАНИЯ 

ПРОЦЕССОВ БИОТРАНСФОРМАЦИИ ВОДОРОДА В МЕТАН ПРИ ПРИМЕНЕНИИ 

ТРЁХ РАЗЛИЧНЫХ КОНСТРУКЦИЙ БИОРЕАКТОРОВ 

Нечаева А.И.1, Бояршин К.С.1,2, Сенченков В.Ю.1, Мердинг М.2, Ламмерс Г.2, 

Батлуцкая И.В.1 

1ФГАОУ ВО «Белгородский государственный национальный исследовательский 

университет», г. Белгород, Россия; 2Университет прикладных наук Ханзе (Hanze 

University of Applied Sciences), г. Гронинген, Нидерланды  

nechayeva@list.ru 

Производство биогаза имеет значение не только для переработки органических 

отходов, но и для запасания энергии, генерируемой нестабильными источниками, 

применяемыми в альтернативной энергетике, такими как ветрогенераторы и солнечные 

батареи. 

Количество электроэнергии, получаемой из нерегулярных источников, варьирует в 

зависимости от погодных условий. При максимальной выработке энергии имеет смысл 

запасать её для использования в другое время. Одним из способов запасания 

электрической энергии является электролиз воды с получением водорода. При этом 

хранение водорода сопряжено с большим количеством проблем, включая высокую 

способность водорода к диффузии, его химическую активность и взрывоопасность. По 

этой причине поставлен вопрос об использовании водорода для биосинтеза метана, как 

более удобного для хранения горючего газа. 

Для производства биометана используются микроорганизмы царства археи двух 

различных групп – ацетокластики разлагают уксусную кислоту до метана и углекислого 

газа, а гидрогенотрофы синтезируют метан из углекислоты и молекулярного водорода. 

Для промышленного применения гидрогенотрофной микрофлоры предлагается 

использование биореакторов по меньшей мере трёх различных конструкций – с 

пузырьковой колонной, с неподвижным слоем и со струйным течением. Нашей задачей 

была разработка концептуального эскиза  экспериментального биореактора, способного 

функционировать в трёх различных режимах, позволяя моделировать процессы, 

протекающие при использовании этих трёх типов конструкции. 

Разрабатываемый реактор представляет собой цилиндрическую ёмкость с 

жидкостной рубашкой для поддержания температуры, с врезанными патрубками для 

подвода растворов и газов и их последующего отведения. В полости реактора 

располагаются форсунка для распыления жидкостей, барботёр для подачи газов, а также 

сетчатый рассекатель для более равномерного распределения пузырьков газа по её 

объёму. Смена режимов обеспечивается внесением гранул для сорбции микроорганизмов, 

изменением скорости поступления углекислого газа, подключением либо отключением 

гидрогенизатора. Разработанная система вентилей позволяет проводить переключение 

между режимами без изменения общей архитектуры системы. 
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Scientists have made the analysis of recent data and calculated variations of 
the Ekman pumping. Ekman pumping is a very effective mechanism by which 
winds drive subsurface ocean current. This was done to decipher the relationship 
between wind power in terms of strength and position as well as assessing its effect 
on SOT. Subsurface ocean temperature (SOT) – is the water temperature close to 
the ocean’s surface. 

J. Etourneau (2019) argues that anomalies of Ekman pumping showed 
negative values in 1970-s and 2000-s. Moreover, the presence of winds blowing 
from the center of the continent to its periphery in particular on the Antarctic 
Peninsula presumably affects the Ekman pumping. 
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Biogas production is important not only for the processing of organic waste, 

but also for the storage of energy generated by unstable sources used in alternative 
energy, such as wind turbines and solar panels. 

The amount of electricity received from irregular sources varies depending 
on weather conditions. With maximum energy production, it makes sense to store 
it  for  use  at  another  time.  One  of  the  ways  to  store  electrical  energy  is  the  
electrolysis of water to produce hydrogen. At the same time, hydrogen storage is 
associated with a large number of problems, including a high diffusibility of 
hydrogen, its chemical activity and explosion hazard. For this reason, the question 
has been raised about the using of hydrogen for methane biosynthesis, as it is more 
convenient for storing combustible gas. 

For the production of biomethane, microorganisms of the Archaean kingdom 
of two different groups are used – acetoclasts decompose acetic acid to methane 
and carbon dioxide, and hydrogenotrophs synthesize methane from carbon dioxide 
and molecular hydrogen. For industrial use of hydrogenotrophic microflora, the 
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using of bioreactors of at least three different designs is proposed – a bubble 
column, a fixed-bed and a trickle bed reactor. Our task was to develop a conceptual 
sketch of an experimental bioreactor capable of operating in three different modes, 
allowing us to simulate the processes occurring when using these three types of 
construction. 

The reactor under development is a cylindrical tank with a liquid jacket to 
maintain temperature, with embedded connections for the supply of solutions and 
gases and their subsequent discharge. In the cavity of the reactor there are nozzles 
for spraying liquids, a bubbler for supplying gases, as well as a mesh divider for a 
more even distribution of gas bubbles throughout its volume. The change of modes 
is ensured by the introduction of granules for the sorption of microorganisms, a 
change in the rate of intake of carbon dioxide, the connection or disconnection of a 
hydrogenator. The developed valve system allows switching between modes 
without changing the overall system architecture. 

To test the methane biosynthesis method based on hydrogen and carbon 
dioxide, we used an experimental trickle-bed bioreactor, with a working cavity 
filled with granules of various types. The nutrient medium was continuously 
pumped through the piping system from the bottom of the reactor to the top (450 
ml/min), where it was applied in the form of droplets on the top layer of granules. 
The working temperature was chosen at the upper limit of mesophilic conditions, + 
45°C. 

An important step in the development of the reactor was the selection of 
porous granules for immobilizing the cells of hydrogenotrophic archaea. Initially, a 
special Hiflowrings filler was used, with a density of 77 kg/m3, with a surface of 
313 m2/m3 and a free space share of 91%. The result of the experiments was the 
choice as a filler of hydrogranules – a lightweight porous building material 
obtained  by  burning  clay  or  slate.  This  material  also  has  a  large  surface  due  to  
saturation of the pores and provides an increase in the efficiency of the process. 
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