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Показано, что экзобелок (далее биологический коагулянт, БК), который микромицет продуцирует в среду 
культивирования, способен взаимодействовать с гуматом калия (ГК) и в дальнейшем коагулировать и осаждаться в виде 
комплексов. Скорость и время взаимодействия ГК с БК зависит от их соотношения в растворе. Установлено, что при 
соотношении 2,37:1 (ГК÷БК) или 0,00141 г/мл ГК÷12,73 мкг/мл БК происходит полное осаждение ГК. Проанализирована 
взаимосвязь между соотношением ГК÷БК в растворе и эффективностью осаждения ГК. Определена скорость осаждения, 
время и изменение рН-среды от количества БК в растворе. Проанализированы пути взаимодействия ГК c БК с использованием 
метода ИК-спектроскопии. 
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The work shows that exoprotein (hereinafter biological coagulant, BC), which the micromycete produces in the cultivation 
medium, can interact with the potassium humate (PH) and subsequently coagulate and sediment in the form of complexes. The rate and 
time of interaction between PH and BC depend on their ratio in solution. It has been found that when using 2.37:1 (PH÷BC) or 0.00141 
g/ml PH÷12,73 mcg/ml BC, complete sedimentation of PH occurs. The interrelation between the PH÷BC in solution and the efficiency of 
PH sedimentation has been analyzed. The sedimentation rate, time and the change in the pH of the medium on the amount of BC in the 
solution have been determined. The ways of interaction of PH with BC have been analyzed using the method of IR spectroscopy. 
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Введение 

В настоящее время в мире интенсивно ведутся 
работы научного и прикладного значения по исполь-
зованию биологического способа переработки и ути-
лизации природных углеродсодержащих соединений 
как альтернативного уже существующим способам. 
Преимущество биологического способа переработки 
состоит в том, что это энергоемкий процесс, не тре-
бует больших капитальных затрат, проводится в ап-
паратах-ферментерах без повышенных давлений и 
при низких температурах и не оказывает негативного 
влияния на окружающую среду. Такой подход позво-
ляет получать из углеродсодержащих соединений 
различные продукты, имеющие практическое приме-
нение: белки, аминокислоты, витамины, лекарствен-
ные препараты и биологически активные вещества. 
Для достижения поставленной цели используются 
различные виды бактерий и грибов [1]. На сегодня 
биоконверсия твердых топлив и их отходов осущест-
вляется по следующим направлениям: 

1. Окисление метана, выделяющегося из уголь-
ных пластов в подземных забоях при их выемке, мета-
нотрофными бактериями до безопасных концентраций, 
что позволяет работать шахте в нормальном режиме [2]. 

2. Биогазификация твердых топлив метанобра-
зующими анаэробными бактериями [3], что позволяет 
получать из угля метан и водород в смеси с другими 
летучими углеводородами. 

3. Биовыщелачивание как способ удаления пи-
ритной и органической серы из углей и отходов обо-
гащения тионовыми и термофильными бактериями 
[4] или как метод окисления сульфидов металлов бак-
териями находит применение в горнодобывающей 
промышленности для извлечения мелкорассеянных 
благородных металлов из руд [5]. 

4. Растворение/ожижение органической массы 
твердых топлив, которое подразумевает способность 
микроорганизмов метаболизировать природные угле-
родсодержащие соединения [6].  

Перспективным направлением исследований 
является вовлечение в процессы конверсии гумино-
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вых веществ — соединений, извлекаемых из торфа и 
бурых углей щелочной экстракцией, как для изучения 
механизма биотрансформации твердых топлив, так и 
получения на их основе новых веществ, обладающих 
рядом полезных физико-химических свойств [7-8]. На 
сегодня в ряде работ [9-10] было показано, что струк-
турная модификация гуминовых кислот путем целе-
направленного введения новых химических функций 
позволяет получить новые ПАВ, полимерные мате-
риалы, комплексообразующие агенты, средства защи-
ты растений или новые лекарственные препараты. 

Целью данной работы было использование на 
примере ГК модельных соединений для определения 
основных параметров процесса коагуляции/осаждения 
ГК экзобелком (БК), который микромицет продуци-
рует в среду культивирования; применение ИК-
спектроскопии для полуколичественной оценки ос-
новных путей взаимодействия ГК с БК. 

Экспериментальная часть 

Водорастворимые структуры бурого угля 
(Cdaf = 66,8%) — гуматы калия (ГК) получали по 
методике [11], согласно которой навеску угля обраба-
тывали 1%-м раствором NaOH при температуре 80°С 
в течение 2 часов. Затем раствор ГК охлаждали и 
центрифугировали в течение 15 мин при частоте 2000 
об/мин. Далее насыщенный водный раствор ГК был 
высушен при 105°С до твердокристаллического со-
стояния, в котором ГК и являлся исходным материа-
лом для проведения исследований по биоконверсии. 

Для наработки КЖ с заданным количеством 
экзобелка (биологический коагулянт — БК) был ис-
пользован микромицет Penicillium sp.8-98, выращен-
ный на сусловой среде в течение 5 месяцев при тем-
пературе 22°С. Отработанную культуральную жид-
кость (КЖ) фильтровали, а общее количество БК (С) 
определяли на спектрофотометре СФ-26 при длине 
волны 595 нм методом Бредфорда [12]. Для подсчета 
С была использована формула: С = d/3,2 10–4, где d — 

оптическая плотность раствора; 3,2 10–4 — коэффи-
циент, константа. Согласно предложенной методике, 
содержание БК в КЖ составляло 42,9 мкг/мл. 

Методика проведения эксперимента состояла в 
следующем. В пробирку с КЖ (20 см3), содержащую 
заданное количество БК (мкг/мл), добавляли 0,2%-й 
раствор ГК и затем определяли скорость и время коа-
гуляции/осаждения ГК. Для получения более досто-
верной информации о процессе взаимодействия ГК с 
БК в эксперименте использовался широкий спектр 
соотношений ГК÷БК от 50:1 (избыток ГК) до 1:20 
(избыток БК), чтобы найти необходимое количество 
БК, способное выявить минимальный порог коагуля-
ции ГК и последующее его осаждение. Для всех опы-
тов фиксировалось время коагуляции и осаждение ГК 
и определялась эффективность процесса. Исходная 
величина рН 0,2%-го раствора ГК составляла 5,85, а 
КЖ (далее раствор) — 2,65.  

Запись ИК-спектров исследуемых образцов 
проводили на спектрофотометре UR-20 в области 
спектра 3600-400 см–1. Анализ ИК-спектров выполня-
ли методом базовой линии [13]. Интерпретацию по-
лос поглощения ли по данным работ [14-15]. 

Результаты и обсуждение 

Экспериментальные данные по взаимодейст-
вию ГК с БК представлены в табл. 1. Было установ-
лено, что коагуляция ГК начинается сразу после вве-
дения БК в пробирку с ГК, однако время осаждения 
ГК зависит от количества БК в растворе. Определено 
(табл. 1, опыт. 10), что скорость и время коагуля-
ции/осаждения зависит от соотношения ГК÷БК в ис-
следуемом растворе. При соотношении 2,37:1 
(ГК÷БК) или 0,00141 г/мл ГК÷12,73 мкг/мл БК про-
исходит полное осаждение ГК. Это данные были взя-
ты за основу для расчета необходимого и реального 
количества БК в растворе для связывания ГК, а также 
отсюда была определена эффективность осаждения 
ГК для каждого конкретного опыта. 

 
Таблица 1 

Экспериментальные данные по коагуляции/осаждению ГК (0,002 г/мл) БК (49,2 мкг/мл) 

Опыт ГК÷БК Количество ГК  
в растворе, г/мл 

Количество БК  
в растворе, мкг/мл 

Необходимое  
кол-во БК, мкг/мл 

Реальное кол-во 
БК, мкг/мл 

Эффективность 
осаждения, % 

1 50:1 0,00196 0,841 17,7 –16,86 4,8 
2 25:1 0,00192 1,650 17,33 –15,68 9,5 
3 20:1 0,00191 2,043 17,15 –15,11 11,9 
4 15:1 0,00188 2,681 16,97 –14,29 15,8 
5 10:1 0,00182 3,900 16,43 –12,53 23,7 
6 5:1 0,00167 7,150 15,08 –7,93 47,4 
7 4:1 0,00160 8,580 14,45 –5,87 59,4 
8 3:1 0,00150 10,725 13,57 –2,81 79,2 
9 2,5:1 0,00143 12,730 12,82 0,56 95,6 
10 2,37:1 0,00141 14,300 12,73 0 100,0 
11 2:1 0,00133 17,160 12,01 +2,29 119,1 
12 1,5:1 0,00120 21,450 10,83 +6,33 162,5 
13 1:1 0,00100 28,600 9,03 +12,42 237,5 
14 1:2 0,00067 30,640 60,5 +22,55 472,7 
15 1:2,5 0,00057 32,175 5,15 +25,49 595,0 
16 1:3 0,00050 34,320 4,51 +27,67 718,5 
17 1:4 0,00040 34,320 3,61 +30,71 950,7 
18 1:5 0,00033 35,730 2,98 +32,75 1199,0 
19 1:10 0,00018 39,000 1,64 +37,36 2378,0 
20 1:20 0,00095 40,857 0,86 +40,00 4751,2 
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Рис.1. Эффективность осаждения ГК от его количества в рас-
творе в диапазоне соотношений от 20:1 (ГК÷БК) до 1:1 (ГК÷БК) 

 
На рис.1 показана эффективность осаждения 

ГК в зависимости от его количества в растворе в диа-
пазоне соотношений от 20:1 до 1:1 (ГК÷БК), которая 
хорошо описывается уравнением линейной регрессии 
с высоким коэффициентом R = 0,997.  

На основании экспериментальных данных бы-
ли получены кривые, позволяющие проследить за 
процессом коагуляции/осаждения ГК в широком диа-
пазоне значений ГК÷БК. Согласно рис. 2, время оса-
ждения ГК существенно зависит от содержания БК в 
растворе. Наиболее интенсивно процесс протекает в 
интервале значений БК от 15 до 10,5 мкг/мл. Избы-
точное количество БК в растворе существенно не 
влияет на осаждение ГК.  

 

 
 

Рис.2. Время оседания ГК от количества БК в растворе 
 
Одновременно с повышением содержания БК в 

растворе интенсивно снижается величина рН от зна-
чений 5,8 до 2,75 и в дальнейшем повышение количе-
ства БК в растворе не оказывает существенного влия-
ния на изменение рН (рис.3). 

Следовательно, можно заключить, что эффек-
тивность осаждения ГК значительно увеличивается 
вследствие повышения количества БК в растворе, 
который проявляет комплексообразующие свойства 
кислотной природы. 

 
 

Рис.3. Изменение рН-среды в зависимости от количества 
БК в растворе 

 
Для получения дополнительной информации 

по механизму коагуляции/осаждению ГК была про-
ведена ИК-спектроскопия исходных ГК и БК, а также 
проанализированы их спектры после проведения экс-
перимента. 

 

 
 

Рис.4. ИК-спектр БК: а — исходный (контроль); б — после 
коагуляции с ГК (эксперимент) 

 
На рис.4 приведены ИК-спектры БК до (кон-

троль) и после коагуляции с ГК (эксперимент). Со-
гласно табл.2, после проведения эксперимента в 
структуре БК снижается интенсивность полос погло-
щения в области 3600-3200 см–1 (ОН– группы фе-
нольных), при 1720-1700 см–1 (С=О связь карбониль-
ной группы) и 1270-1220 см–1 (С–О связь ОН– групп 
фенолов, карбоновых кислот и эфиров) и при 1090-
1040 см–1 (протяженность С–О связи), которые харак-
теризуют наличие в БК структур, содержащих кисло-
род, а при 1660-1630 см–1 могут указывать на дефор-
мационные колебания в аминах (NH), нитратах (N=O) 
и амидах (С=О). Наличие полос при 630-540 см–1 мо-
гут указывать на снижение С–S связи или характери-



2021  ВЕСТНИК НОВГОРОДСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО УНИВЕРСИТЕТА  №4(125) 
 

 80 

зуют изменения в складчатой структуре (1,3- и 1,2,3- 
замещения в ароматическом кольце) БК после экспе-
римента. Можно предположить, что после взаимо-
действия с ГК в структуре БК снижено количество 
структур, в состав которых входит активный кислород. 

 
Таблица 2 

Данные ИК-спектроскопии БК до (контроль)  
и после коагуляции с ГК (эксперимент):  

соотношение 2:1 (ГК÷БК) 

Образец Интенсивность полос 
поглощения, см–1 Контроль Эксперимент 

3430 0,91 0,71 
2940 0,19 0,10 

1720–1700 0,35 0,24 
1660–1630 0,31 0,28 
1440–1400 0,32 0,24 
1270–1200 0,30 0,22 

1120 0,50 0,39 
1090 0,58 0,46 

630–540 0,16 0,10 
 
Согласно рис.5 и табл.3 видно, что наибольшие 

изменения в структуре ГК происходят в области 
1660–1550 см–1 и 1310-1120 см–1. Появление новой 
полосы при 1660–1640 см–1 и при 1550 см–1 указывает 
на наличие С=О связи карбонила в металлсодержа-
щих солях органических кислот. Увеличение интен-
сивности полосы при 1040 см–1 при одновременном 
исчезновении полосы при 1600 см–1 у ГК (контроль) 
подтверждает наличие окисленных структур в соста-
ве ГК (С=О связь хинона) с последующим образова-
нием водородной связи между окисленными фраг-
ментами. Появление новых полос при 1310 и 1270–
1220 см–1 (эксперимент) может указывать на окисле-
ние С=С алифатической связи с образованием эпок-
сида или окисление концевых СН2 и СН3– групп. 
Снижение интенсивности полос при 1450 и 1380 см–1 
может указывать на уменьшение длины алифатиче-
ской цепи при разрыве С–С связи в структуре ГК. 

 

 
 

Рис.5. ИК-спектр ГК: а — исходный (контроль); б — после 
коагуляции с БК (эксперимент) 

Таблица 3 
Данные ИК-спектроскопии ГК до и после  

коагуляции БК 
Образец Интенсивность полос 

поглощения, см–1 Контроль Эксперимент 

3450 0,35 0,49 

2940 0,11 0,17 

1660–1640 — 0,35 

1600 0,37 — 

1550 — 0,21 

1450–1425 — 0,18 

1310 — 0,16 

1270—1250 — 0,14 

500–470 0,07 0,12 

Примечание: ГК после взаимодействия с БК был отмыт в дистил-
лированной воде и высушен при н.у. 

 
Согласно рис. 6 и табл. 4 можно предполо-

жить, что при соотношении ГК÷БК (5:1) в растворе 
находится недостаточное количество БК для связы-
вания ГК полностью. Однако при соотношении 
ГК÷БК (1:5) на спектре ГК появляется новая полоса 
при 1330 см–1 и одновременно происходит расщеп-
ление полосы при 1450 см–1 на две: при 1460 и 
1425 см–1, что предполагает интенсификацию взаи-
модействия БК с ГК и значительные изменения в его 
структуре.  

 

 
 

Рис.6. ИК-спектр ГК после коагуляции с БК в соотношении 
ГК÷БК: а — 5:1 (избыток ГК); б — 1:5 (избыток БК) 

 
Увеличение интенсивности полос поглощения 

при 3430 и 1630 см–1 может указывать на повышение 
числа кислородсодержащих фрагментов в структуре 
ГК. Появление полосы при 1330 см–1 на спектре ГК 
(эксперимент) может быть следствием образования 
водородной связи между хиноном и водородным гид-
роксилом фенола или карбоксилом в структуре ГК 
[16]. 
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Таблица 4 
Данные ИК-спектроскопии ГК после коагуляции с БК 

ГК÷БК Интенсивность полос 
поглощения, см–1 5:1 1:5 

3430 0,43 0,56 

2940 0,20 0,20 

1720 0,31 — 

1630 0,45 0,52 

1460 — 0,30 

1450 0,30 — 

1425 — 0,31 

1380 0,30 0,31 

1330 — 0,30 

Примечание: ГК после взаимодействия с БК не отмывали, а высу-
шивали при н.у. и затем анализировали. 

 
На основании полученных экспериментальных 

данных и данных литературы был проанализированы 
пути взаимодействия ГК с БК. Первоначально при 
недостатке БК, раствор представляет собой двухком-
понентную систему, в которой свободно находятся 
молекулы ГК и БК.  

На первой стадии (I) при повышении количест-
ва БК в растворе (избыток) взаимодействие между ГК 
и БК идет по месту кислородсодержащих функцио-
нальных групп ГК (–ОН, –СООН, –СОО, –С=О и –
ОСН3) с амино- и карбоксильными группами (–NH2, –
COOH) полипептидной цепи БК. Следовательно, ско-
рость взаимодействия ГК с БК определяется количест-
вом БК и, как следствие, величиной РН, которая уси-
ливает комплексообразующие свойства системы ГК-
БК. Дополнительно идет процесс с участием активного 
кислорода БК, который микромицет первоначально 
продуцирует в питательную среду для деструкции уг-
леродного субстрата. Результатом является образова-
ние множественного числа структурных фрагментов с 
окисленными свойствами, которые также участвуют в 
процессе коагуляции/осаждения системы ГК-БК. Па-
раллельно с образованием большого количества окис-
ленных структур увеличивается число водородных 
связей, которые сшивают растворенные частички 
(коллоиды) ГК с БК и таким образом вызывают коагу-
ляцию системы, которая характеризуется образовани-
ем множественного числа первоначальных комплексов 
БК-ГК. Наличие в растворе ионов натрия также усили-
вает комплексообразующие свойства системы.  

На второй стадии (II) система укрупняется за 
счет интенсификации процесса взаимодействия меж-
ду ГК и БК и их равномерного распределения во всем 
объеме раствора.  

На третьей стадии (III) система начинает пере-
ходить в коллоидный раствор за счет увеличения мо-
лекулярной цепи с дальнейшим переходом системы 
ГК-БК до критической массы и последующим ее оса-
ждением (стадия IV). 

Заключение 

1. Показано, что экзобелок (БК) и активный 
кислород, которые микромицет продуцирует в среду 
культивирования, способны взаимодействовать с во-
дорастворимыми экстрактами — ГК, извлекаемыми 
из бурого угля щелочным способом; в дальнейшем 
высокомолекулярные комплексы ГК-БК накаплива-
ются в растворе и в виде коагулята осаждаются. 

2. Установлено, что скорость, время коагуля-
ции/осаждения и изменение рН-среды зависят от 
соотношения ГК÷БК в исследуемом растворе. При 
соотношении 2,37:1 (ГК÷БК) или 0,00141 г/мл 
ГК÷12,73 мкг/мл БК происходит полное осаждение 
ГК. 

3. Согласно данным ИК-спектроскопии взаимо-
действие ГК с БК может идти по месту амино- и кар-
боксильных групп полипептидной цепи БК с кисло-
родсодержащими функциональными группами ГК с 
образованием большого числа водородных связей, ко-
торые сшивают растворенные частички (коллоиды) ГК 
и таким образом вызывают коагуляцию последних. 
Наличие ионов калия (Na+) в структуре ГК усиливает 
комплексообразующие свойства системы ГК-БК. 

4. Способность БК взаимодействовать с высо-
комолекулярными соединениями, на примере ГК, 
можно использовать в дальнейшем в качестве инди-
катора чистоты воды на наличие органических за-
грязнителей различной природы. 
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