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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

АСК – ацетилсалициловая кислота 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография 

ВЭЖХ/МС – высокоэффективная жидкостная хроматография с масс- 

селективным детектированием 

ГХ/МС – газовая хроматография с масс - селективным детектированием 

ДФПГ – 2,2-дифенил-1-пикрилгидразильный радикал  

ЖЖЭ – жидкость-жидкостная экстракция 

ЛД50 – средняя летальная доза  

ЛС – лекарственное средство 

МПА – мясопептонный агар 

МПБ – мясопептонный бульон 

НПВП – нестероидные противовоспалительные препараты 

ОПС – окружающая природная среда 

ПБ – продукты биодеструкции 

ПВП – поливинилпирролидон  

СК – салициловая кислота 

ТСХ – тонкослойная хроматография 

УФ – ультрафиолетовый 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность проблемы. В последние годы проводятся интенсивные 

исследования по биологической деструкции фармацевтических поллютантов 

– компонентов лекарственных средств и их метаболитов, детектируемых в 

окружающей среде. Интерес к данной теме вызван глобальным 

фармацевтическим загрязнением водных объектов: в 71 стране мира 

обнаружено уже более 600 веществ, относящихся к фармацевтическим 

препаратам (Beek et. al., 2016). При этом наиболее часто обнаруживаются 

антибиотики, эстрогены, антидепрессанты, нестероидные 

противовоспалительные средства и др. (Gros et. al., 2012, Chèvre et. al., 2012). 

На настоящий момент накоплен значительный экспериментальный 

материал по биодеструкции лекарственных средств различными 

микроорганизмами: протеобактериями рода Pseudomonas (Ishiyama et al., 

2004; Sumera et al., 2006; Silva et al., 2007; Bart et al., 2011; Wu et al., 2012; 

Jiang et al., 2013; Zhang et al., 2012; Hack et al., 2015), актинобактериями рода 

Rhodococcus (Ившина и др., 2006; Gauthier et. al., 2010; Ivshina et al., 2012, 

2015, 2018, 2019), другими бактериями (Larcher et al., 2011; Almeida et al., 

2013; Bessa et al., 2017;), а также грибами (Osorio-Lozada et al., 2008, 

Chaudhary et al., 2009; Hata et al., 2010; Lloret et al., 2010; Rodriguez-Rodriguez 

et al., 2010; Tran et al., 2010; Marco-Urrea et al., 2011; Borras et al., 2011; Qi et 

al., 2012; Rodarte-Morales et al., 2012). Среди образующихся метаболитов 

обнаруживаются соединения с выраженной биологической, в том числе 

фитостимулирующей активностью. Так, в работах Мишениной и др. (2015), 

Коротаева и др. (2016) показано, что в процессе биодеструкции парацетамола 

актинобактериями рода Rhodococcus образуются продукты конденсации, 

проявляющие выраженные фитостимулирующие свойства в отношении 

лекарственных растений.  

Наряду с парацетамолом одним из повсеместно детектируемых 

фармацевтических поллютантов является ацетилсалициловая кислота (АСК), 

широко доступное и часто применяемое в мировой медицинской практике 
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НПВС. Ежегодное мировое потребление АСК составляет десятки тысяч тонн, 

что способствует неизбежному попаданию данного вещества в окружающую 

среду. В связи с этим необходимы методы детоксикации данного 

фармполлютанта. Приоритет по показателям эффективности и экологической 

безопасности признается за биотехнологическими способами разложения 

подобных загрязнителей. Работы по биоконверсии АСК проведены с 

использованием различных микроорганизмов (Ishiyama et al., 2004; Jouanneau 

et al., 2007; Silva et al., 2007; Qi et. al., 2012; Guzik et. al., 2013; Hack et al., 

2015; Marchlewicz et al., 2015; Choudhary et. al., 2016). Исследования 

направлены в основном на изучение метаболических путей процесса 

биодеградации данного вещества. При этом существует явный недостаток 

информации о разработке методик анализа АСК и образующихся 

метаболитов в процессе биодеструкции, скорости данного процесса, об 

обеспечении качества проводимых аналитических процедур и свойствах 

образующихся продуктов. 

Степень разработанности темы диссертации. В работах, 

посвященных бактериальной деструкции АСК, отсутствуют сведения по 

разработке методик идентификации и динамического определения 

содержания АСК в присутствии метаболитов в постферментационных 

средах, о скорости процесса биодеструкции в зависимости от условий его 

проведения, а также данные о биологической активности, полезных 

свойствах и перспективах использования образующихся продуктов.  

Цель настоящей работы – исследование химического состава и 

возможного фитостимулирующего действия продуктов бактериальной 

деструкции АСК. 

Основные задачи исследования 

1. Разработать методики идентификации и количественного 

определения АСК и ее метаболитов в постферментационных средах 

родококков. 
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2. Установить химический состав продуктов биодеструкции (ПБ) АСК 

в зависимости от условий проведения процесса. Оценить скорость процесса 

биодеструкции АСК в виде фармацевтической субстанции и таблеток.  

3. Изучить токсические свойства ПБ АСК (острую токсичность, 

фитотоксичность, класс опасности для окружающей среды). 

4. Исследовать возможное фитостимулирующее действие ПБ АСК в 

отношении лекарственных растений на примере зверобоя продырявленного 

Hypericum perforatum L. 

Связь задач исследования с проблемным планом 

фармацевтических наук. Диссертационная работа выполнена в 

соответствии с планом НИР ФГБОУ ВО «Пермская государственная 

фармацевтическая академия» Минздрава России (номер государственной 

регистрации темы 01.9.50 007417). 

Научная новизна. Разработана методика динамического определения 

содержания АСК в присутствии метаболитов в постферментационных средах 

родококков методом обращенно-фазовой ВЭЖХ. С использованием 

математического моделирования проведен анализ скорости процесса 

биодеструкции АСК в виде фармацевтической субстанции и таблеток. На 

основании данных ТСХ и ВЭЖХ/МС установлен химический состав ПБ и 

пути бактериальной деструкции АСК с образованием нетоксичных конечных 

метаболитов. Впервые показано фитостимулирующее действие ПБ АСК на 

лекарственное растение зверобой продырявленный Hypericum perforatum L. 

Установлено, что фитостимулирующий эффект ПБ АСК обусловлен 

присутствием в их составе фумаровой кислоты и зависит от ее концентрации. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Полученные 

сведения расширяют представление о свойствах и биологической активности 

ПБ АСК. Определен их химический состав и основные пути разложения 

АСК, превращающейся вследствие раскрытия ароматического кольца либо в 

цис, цис-муконовую, либо в фумаровую кислоты. Определены параметры 

скорости процесса биодеструкции АСК. Показано, что ПБ АСК являются 
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умеренно токсичными, мало опасными для окружающей среды и проявляют 

слабую антиоксидантную активность по сравнению с аскорбиновой 

кислотой. Фитостимулирующее действие ПБ АСК на лекарственные 

растения обусловлено присутствием в их составе фумаровой кислоты. 

Разработаны методики идентификации и динамического 

хроматографического определения содержания АСК в присутствии 

метаболитов в постферментационных средах родококков. Методика 

идентификации АСК и еѐ метаболитов методом ТСХ применяется в 

лабораторном практикуме студентов при изучении дисциплины 

«Аналитическая химия» в Пермской государственной фармацевтической 

академии (Акт внедрения от 30.01.2018). Методика количественного 

определения АСК методом обращенно-фазовой ВЭЖХ в 

постферментационных средах родококков с положительным результатом 

апробирована в РИЦ «Фарматест» (Акт апробации от 22.04.2019). Методика 

количественного определения фумаровой кислоты как продукта 

биодеструкции АСК методом ВЭЖХ/МС апробирована в ФБУН «ФНЦ 

медико-профилактических технологий управления рисками здоровью 

населения» (Акт апробации от 26.03.2020). Разработан лабораторный 

регламент получения продуктов бактериальной деструкции АСК, 

содержащих фумаровую кислоту. ПБ АСК могут применяться в качестве 

стимуляторов роста растений, в том числе лекарственных, и индукторов 

накопления в них биологически активных веществ.  

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Результаты разработки методик определения остаточного 

содержания АСК в процессе биодеструкции и химического состава ПБ АСК.  

2. Пути изменения химического состава ПБ АСК в зависимости от 

условий проведения процесса.  

3. Результаты исследования токсических и фитостимулирующих 

свойств ПБ АСК.  
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Апробация работы. Основные положения диссертационной работы 

доложены и обсуждены на научно-практической конференции с 

международным участием «Создание конкурентоспособных лекарственных 

средств – приоритетное направление инновационного развития 

фармацевтической науки», посвященной 80-летию ПГФА, Пермь, 2016 г.; 

Всероссийской научно-технической конференции молодых ученых «Физика, 

химия и новые технологии» (XXIV Каргинские чтения), Тверь, 2017 г.; VIII 

международном молодежном медицинском конгрессе «Санкт-Петербургские 

научные чтения», Санкт-Петербург, 2017 г.; Международной научно-

практической конференции «Высокие технологии, определяющие качество 

жизни», Пермь 2018 г.; научно-практической конференции с международным 

участием «Создание конкурентоспособных лекарственных средств – 

приоритетное направление инновационного развития фармацевтической 

науки», Пермь, 2018 г.; XXVI Российском национальном конгрессе «Человек 

и лекарство», Москва, 2019 г.; научно-практической конференции с 

международным участием «Создание конкурентоспособных лекарственных 

средств – приоритетное направление развития фармацевтической науки», 

Пермь, 2019 г. 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности. 

Научные положения диссертации соответствуют паспорту специальности 

«Фармацевтическая химия, фармакогнозия», конкретно пункту 4 «Разработка 

методов анализа лекарственных веществ и их метаболитов в биологических 

объектах для фармакокинетических исследований, эколого-

фармацевтического мониторинга, судебно-химической и наркологической 

экспертизы». 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 12 научных работ, из 

них 4 – в изданиях, входящих в утвержденный ВАК перечень рецензируемых 

изданий. 

Личный вклад автора. Научные положения и выводы диссертации 

базируются на результатах собственных исследований автора, принимавшего 
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непосредственное участие во всех этапах работы: проведении анализа 

литературных источников по теме диссертации, планировании и выполнении 

научных экспериментов, интерпретации результатов, подготовке и 

написании научных публикаций, диссертации и автореферата.  

Объем и структура работы. Работа изложена на 140 страницах 

машинописного текста, содержит 25 таблиц и 24 рисунка. Диссертация 

состоит из введения, обзора литературы (глава 1), экспериментальной части 

(главы 2–5), выводов, списка сокращений и списка цитируемой литературы, 

включающего 202 наименования работ, в том числе 71 отечественных и 131 

зарубежных авторов, и приложения.  
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Глава 1. АНАЛИЗ СИТУАЦИИ И ПЕРСПЕКТИВЫ 

ПЕРЕРАБОТКИ ФАРМАЦЕВТИЧЕСКИХ ОТХОДОВ, СОДЕРЖАЩИХ 

АЦЕТИЛСАЛИЦИЛОВУЮ КИСЛОТУ 

1.1. Фармацевтические отходы как особая группа опасных отходов 

К фармацевтическим отходам относятся отходы фармацевтической 

промышленности, т.е. отходы, образующиеся на всех стадиях производства 

ЛС, а также отходы, представляющие собой непригодные к использованию 

ЛС, попавшие в сеть обращения и находящиеся в аптечных организациях, 

лечебно-профилактических учреждениях и у населения (рис. 1.1.). Следует 

отметить, что фармацевтические отходы, образующиеся в лечебно- 

профилактических учреждениях, по классификации медицинских отходов 

отнесены к отходам, близким по составу к промышленным [50].  

 

Рис.1.1. Классификация фармацевтических отходов. 

Согласно Базельской конвенции «О контроле над трансграничной 

перевозкой отходов и их удалением» (1994), фармацевтические отходы 
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относятся к категории опасных отходов [2]. Под опасными подразумеваются 

отходы, содержащие в своем составе вещества, обладающие опасными 

свойствами (токсичность, взрывчатость, пожароопасность и пр.) и 

присутствующие в количестве, опасном для здоровья человека и 

окружающей среды [23]. 

Вихаревой Е.В. предложен классификатор ЛС по классам опасности 

для окружающей природной среды, включающий 942 наименования ЛС. 

Показано, что 35,1 % ЛС являются чрезвычайно опасными, 22,9 % – высоко 

опасными, 21,7 % – умеренно опасными, 18,9% –мало опасными и лишь 1,4% 

– практически не опасными для окружающей среды [8, 9]. 

Существующий в настоящее время в Российской Федерации порядок 

обращения с фармацевтическими отходами регламентирует на федеральном 

уровне только стадию их уничтожения [31, 35]. Хотя система обращения с 

опасными отходами включает стадии образования, сбора, транспортировки, 

переработки, обезвреживания и размещения в окружающей среде 

неутилизируемых остатков. 

Порядок уничтожения изъятых из сети обращения фармацевтических 

отходов регламентируется Постановлением Правительства РФ от 03.09.2010 

N 674 (ред. от 16.01.2016) "Об утверждении Правил уничтожения 

недоброкачественных лекарственных средств, фальсифицированных 

лекарственных средств и контрафактных лекарственных средств", письмом 

Минздравсоцразвития России от 10.07.2012 № 2110595-25-1 «О порядке 

отпуска и уничтожения кодеинсодержащих лекарственных препаратов» и 

Законом РФ «Об обращении лекарственных средств» от 12.04.2010 № 61-ФЗ 

(ред. от 02.08.2019) [36, 37, 40]. Регламентируемые способы уничтожения 

фармацевтических отходов – сжигание, слив в промышленную канализацию 

и размещение на санитарных полигонах не являются экологически 

безопасными. При сжигании большинства фармацевтических отходов 

образуются токсичные продукты. Поэтому во избежание загрязнения 

атмосферы данными продуктами необходимо использовать закрытые 
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специализированные термомодули, обеспечивающие температурный режим 

не ниже 1100
0
С. В связи с этим способ требует больших экономических 

затрат. Слив в промышленную канализацию может использоваться только 

для ЛС, растворимых в воде, после стократного разбавления их водой. При 

этом рекомендуемая степень разбавления не всегда учитывает предельно 

допустимую концентрацию ЛС в воде, которая для большинства из них не 

определена. На санитарных полигонах разрешено размещение отходов 

только с низкой (IV и V класс) степенью опасности для окружающей среды, 

поэтому большинство фармацевтических отходов данным способом 

уничтожать нельзя и необходимо использовать либо сжигание, либо слив в 

промышленную канализацию.  

Аптечные организации и лечебно-профилактические учреждения 

передают непригодные для использования ЛС на договорных условиях 

организациям, имеющим лицензию на уничтожение опасных отходов. 

Уничтожение ЛС производится вышеописанными способами. 

Население из-за отсутствия системы сбора фармацевтических отходов 

утилизирует непригодные к использованию ЛС либо сливом в канализацию, 

либо помещением в контейнеры для твердых бытовых отходов (ТБО), откуда 

они попадают на полигоны ТБО, несмотря на высокий класс опасности для 

окружающей природной среды.  

Таким образом, анализ ситуации по утилизации фармацевтических 

отходов показал, что в настоящее время актуален поиск экологически 

безопасных способов их уничтожения (с использованием микроорганизмов в 

частности), а также рациональных способов их переработки для получения 

новых полезных продуктов.  

1.2. Концепция комплексной переработки опасных отходов. 

Перспективы использования фармацевтических отходов для получения 

новых полезных продуктов 

Концепция комплексного управления отходами предполагает, что в 

дополнение к традиционным способам уничтожения отходов (сжиганию, 
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растворению, захоронению) неотъемлемой частью утилизации отходов 

должна стать их вторичная переработка [35]. В отношении ЛС известны 

лишь единичные случаи их переработки с последующим использованием в 

медицинских целях. Так, в соответствии с приказом Министерства 

здравоохранения Российской Федерации от 23.09.90 № 350 подлежали 

промышленной переработке ряд наркотических средств, психотропных 

веществ и их прекурсоров [39]. В данный перечень входили препараты 

изохинолина, в частности, морфин в виде субстанции и раствора для 

инъекций, кодеин, а также героин, тебаин, эргометрин, эрготамин, эфедрин в 

виде субстанции и таблеток. 

Наряду с промышленной переработкой ЛС перспективным является 

другой возможный путь их вторичного использования, например, в 

органическом синтезе. Так, в работах Вихаревой Е.В. показана возможность 

вторичного использования непригодных к медицинскому применению ЛС, 

производных изохинолина для синтеза новых биологически активных 

соединений. В качестве фармакологической матрицы выбран дротаверина 

гидрохлорид, препараты которого занимали одно из первых мест в списках 

бракованных и фальсифицированных ЛС. На основе регенерированного из 

лекарственных форм основания дротаверина получены новые соединения, 

обладающие прокоагулянтным действием, а также прямым 

антикоагулянтным действием, не уступающим по уровню активности 

аналогу по структуре папаверину при меньшей токсичности [9]. 

В работах Плотникова А.Н с соавт. показано, что в составе 

промежуточных продуктов биодеструкции кодеина актинобактериями рода 

Rhodococcus присутствует 14-гидроксикодеинон, который является важным 

звеном в синтезе 14-гидроксинорморфинонов – широко используемых 

наркотических анальгетических средств, а также антагонистов опиатных 

рецепторов – оксикодона, нороксиморфона, налтрексона и др. [19, 41]. 14-

Гидроксинорморфиноны получают полусинтетически из тебаина – 

второстепенного компонента опиумной смолы, обладающего высокой 
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стоимостью ввиду низкого содержания (0,5%) в исходном сырье. В связи с 

этим существуют разные схемы синтеза 14-гидроксинорморфинонов из более 

доступных по сравнению с тебаином веществ – кодеина и морфина, 

содержащихся в природном сырье в количестве 2 % и 10 % соответственно. 

Следует отметить, что реакция химического окисления кодеина (или 

морфина) при С-14 обычно проходит в несколько стадий. Так, для синтеза 

налтрексона и налоксона проводят реакции морфинана с бромцианом или 

хлорформиатом, либо получают N-оксиды, либо используют 

фотохимическое деметилирование, либо катализируемое палладием 

деметилирование – ацилирование [44]. Для получения 14-гидроксикодеинона 

в качестве исходного субстрата используется также кодеинон. Прямое 

окисление его до 14-гидроксикодеинона можно осуществить широким 

спектром окисляющих реагентов. Однако большинство реакций дают очень 

малый выход целевого продукта. Наибольший выход 14-гидроксикодеинона 

(37 %) достигнут при использовании диметилнадуксусной кислоты [101]. 

Известна также шестиэтапная химическая трансформация кодеина в 

нороксикодон и далее в нороксиморфон с использованием полученного 

фотохимическим способом синглетного кислорода, а также прямое 

аллиловое окисление кодеина хромовой кислотой в 14-гидроксипроизводные 

морфина [44].  

В целом большинству химических методов синтеза 14-

гидроксикодеинона свойственны недостатки, заключающиеся в низких 

выходах целевого продукта, продолжительности во времени, применении 

тяжелых металлов, оказывающих негативное воздействие на окружающую 

среду. В связи с этим использование альтернативных биологических методов 

для выполнения данной задачи перспективно и рационально в виду 

сокращения химической операции до одной стадии, проводимой 

микроорганизмами в водной среде. При этом выход 14-гидроксикодеинона 

при использовании, например, клеток Pseudomonas putida m10 и кодеина в 

качестве субстрата составляет 24,0%, при использовании грибов Trametes 
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sanguinea и Trametes cinnabarina и тебаина в качестве субстрата – 40% и 15 % 

соответственно [92, 197, 198]. 

В работах Мишениной И.И. с соавт. и Коротаева М.Ю. с соавт. 

показано, что продукты биодеструкции парацетамола актинобактериями рода 

Rhodococcus проявляют выраженные фитостимулирующие свойства в 

отношении лекарственных растений и могут использоваться как индукторы 

накопления в них биологически активных веществ. Так, обработка семян 

подорожника ланцетного продуктами бактериальной деструкции 

парацетамола, способствует повышению их всхожести и увеличению сухой 

биомассы растений [21, 32]. Следует отметить, что фармацевтическая 

субстанция парацетамола обладает токсичными свойствами [76]. Продукты 

биодеструкции парацетамола увеличивают содержание эфирного масла в 

листьях мяты перечной и содержание флавоноидов в цветках календулы 

лекарственной [16, 34, 53]. Коротаевым М.Ю. установлено, что продукты 

биодеструкции парацетамола представляют собой смесь веществ полимерной 

природы со средневесовой молекулярной массой 6 кДа. В составе их молекул 

присутствуют «симметричные» и «асимметричные» участки, включающие 

аминофенольные, феноксазиновые, индольные и бензофурановые фрагменты. 

Фиторегулирующее действие продуктов биодеструкции парацетамола 

обусловлено их антиоксидантными свойствами и влиянием на 

функциональную активность пероксидазы [26]. 

Важно отметить, что процессы биодеструкции лекарственных средств 

(парацетамола, ацетилсалициловой кислоты, дротаверина гидрохлорида, 

кодеина фосфата, диклофенака натрия и др.) описываются кинетическим 

уравнением первого порядка dx/dt = – k x, что показано в работах Вихаревой 

Е.В. с соавт. [3, 5, 7, 22, 29, 51, 54, 65]. Кинетическое моделирование 

позволяет прогнозировать продолжительность процесса биодеструкции 

вещества, время выхода метаболитов, в том числе целевого (полезного) 

продукта, а также сократить количество дорогостоящих микробиологических 

и химических экспериментов. 
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Таким образом, использование биологической трансформации 

фармацевтических отходов перспективно для получения продуктов с новыми 

полезными, в том числе фитостимулирующими свойствами. 

1.3. Ацетилсалициловая кислота. Строение и свойства 

 

Рис. 1.2. Структурная формула ацетилсалициловой кислоты. 

АСК (2-ацетилоксибензойная кислота, CAS 50-78-2) представляет 

собой белый кристаллический порошок, хорошо растворимый в этиловом 

спирте, диэтиловом эфире и хлороформе, растворимый в воде (рис. 1.2) [14]. 

Значение рКа составляет 3,5. В водных растворах АСК гидролизуется на 

уксусную и салициловую кислоты (СК). 

АСК относится к группе НПВП и широко используется как 

противовоспалительное, антитромбоцитарное, обезболивающее и 

жаропонижающее средство при лихорадочных состояниях, головной боли, 

ревматизме и др. Механизм действия АСК состоит в том, что она необратимо 

и избирательно ингибирует фермент циклооксигеназу, который ускоряет 

синтез простагландинов. Влиянием на синтез простогландинов объясняется 

характерный побочный эффект АСК – ульцерогенное действие на слизистую 

оболочку желудка [99]. АСК не является остро токсичным веществом при 

пероральном введении лабораторным животным (LD50 1500 мг/кг и 1100 

мг/кг у крыс и мышей соответственно). Однако АСК – известный системный 

аллерген и может вызывать анафилаксию в самом низком диапазоне 

терапевтических концентраций (10 мг/кг) [67]. 
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1.4. Ацетилсалициловая кислота как фармацевтический 

поллютант 

Потребление АСК во всем мире составляет порядка 40 000 тонн в год 

[113]. В России используется более 200 наименований одно- и 

многокомпонентных лекарственных форм АСК (таблетки, капсулы, саше и 

др.), а также СК (растворы спиртовые, мази, пасты) [48]. 

Количество отходов при производстве лекарственных препаратов, 

содержащих АСК и СК, в Российской Федерации составляет порядка 60 тонн 

в год. Данное количество приведено с учетом числа предприятий, 

производящих лекарственные формы АСК и СК (табл. 1.1), и отходов одного 

предприятия (АО «Медисорб», г. Пермь), составляющих 4 тонны в год. 

Таблица 1.1. 

Фармацевтические предприятия, выпускающие лекарственные 

препараты, содержащие ацетилсалициловую и салициловую кислоты 

№  

п/п 

Фармацевтическое предприятие Лекарственная форма 

1 ОАО «Дальхимфарм» Таблетки АСК, 500 мг 

2 ОАО «Марбиофарм» Таблетки АСК, 500 мг 

3 ОАО«Ирбитский химико-

фармацевтический завод» 

Таблетки АСК, 500 мг 

4 ОАО «Уралбиофарм» Таблетки АСК, 500 мг 

5 ОАО «Татхимфармпрепараты» Таблетки АСК, 500 мг 

6 ОАО «Синтез» Ацекардол, 50 мг, 300 мг 

7 АО «Акрихин»" Мазь «Акридерм» 

8 ОАО «Биосинтез» 

 

Цитрамон П таблетки 

(240 мг АСК) 

9 ООО «Тульская фармацевтическая 

фабрика» 

«Аквацитрамон»(360 мг АСК), 

салициловая мазь 2% 

салициловая паста 2% 

10 ООО «Тверская фармацевтическая 

фабрика» 

Раствор кислоты салициловой 

спиртовой 1%, 2%, 

Мазь салициловая 2%, 

Паста салицилово-цинковая 25 г 

11 ОАО «Тюменский химико-

фармацевтический завод» 

Таблетки АСК, 500 мг 

12 ОАО «Ярославская фармацевтическая 

фабрика» 

Салицилово-цинковая паста 25г, 

Салициловая мазь 2%/3% 25г 

13 ОАО «Московская фармацевтическая 

фабрика» (МосФарма) 

Таблетки АСК, 500 мг 

14 АО «Медисорб» Таблетки АСК, 500 мг 
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Массовое производство и потребление АСК неизбежно приводит к 

попаданию данного соединения в объекты окружающей среды в качестве 

фармацевтического поллютанта. Проблема загрязнения окружающей среды 

фармацевтическими поллютантами (“emerging pollutants”, “emerging 

contaminants”) – высокостабильными соединениями с разнообразной 

химической структурой и выраженной биологической активностью особенно 

резко обозначилась в последние годы [68, 91, 93, 102, 110, 113, 125, 159, 160, 

165, 166, 170, 172, 185, 193, 201]. ЛС и их метаболиты обнаруживаются в 

почве, донных осадках водоемов, поверхностных, сточных, грунтовых водах 

и даже питьевой воде [67, 71, 81, 87, 89, 98, 111, 119, 120, 129, 138, 156, 157, 

167, 173, 176, 181, 186, 188, 192, 202]. 

Следует отметить, что появление интереса к проблеме загрязнения 

окружающей среды фармполлютантами связано с развитием 

хроматографических методов анализа – газовой хроматографии и 

высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-селективным 

детектированием, которые позволяют определять широкий спектр ЛС в 

достаточно низких концентрациях [74, 75, 91, 102, 103, 108, 125, 127, 130, 

146, 156, 159, 174]. 

Основные пути попадания лекарственных средств в окружающую 

среду представлены на рис. 1.3. 

Как видно из рис. 1.3, лекарственные средства и их метаболиты после 

попадания на полигоны ТБО и в сточные воды могут вновь оказаться в 

питьевой воде и продуктах питания человека. 
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Рис. 1.3. Основные пути миграции лекарственных средств в 

окружающую среду. 

Загрязнение окружающей среды фармполлютантами происходит на 

всех этапах жизни ЛС, от производства до применения и утилизации [23, 78, 

142, 143, 144, 155, 162, 177, 179]. Оно обусловлено несовершенными 

методами утилизации фармацевтических отходов (сжигание, слив в 

промышленную канализацию, размещение на санитарных полигонах), а 

также несовершенством способов очистки сточных вод от фармполлютантов 

(озонирование, хлорирование, сорбирование углем и др.) [45, 115, 116, 124, 

140, 202]. 

Присутствие фармполлютантов в окружающей среде является 

серьезной экологической проблемой вследствие наличия у данных веществ 

фармакологической активности и способности к аккумуляции [4, 56, 72, 73, 

106, 118, 123, 171, 181, 182, 188, 195]. Следует отметить, что большинство 

фармацевтических субстанций являются чрезвычайно опасными (I класс) и 

высоко опасными (II класс) для окружающей природной среды [9, 175, 185, 

195]. Фармацевтические субстанции АСК и СК относятся к I классу 

опасности (чрезвычайно опасные), а лекарственные формы – ко II классу 

опасности (высоко опасные) для окружающей природной среды [8, 9]. 
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В последние годы АСК и ее метаболит СК детектированы в 

поверхностных, подземных, водопроводных и даже питьевых водах 

различных стран [4, 28, 166]. В настоящее время мало известно о 

долгосрочном воздействии низких концентраций этих веществ на живые 

организмы. Большинство данных о токсичности АСК основано на 

определении острой токсичности и кратковременной хронической 

токсичности [113, 122, 164]. В тестах на острую токсичность обычно 

используются высокие концентрации вещества, которые могут привести к 

нереалистичным эффектам. Так токсическая доза АСК для микроорганизмов 

может быть в диапазоне 37 – 1468 мг/л [150]. Поэтому данные способы 

исследования хронической токсичности салицилатов в окружающей среде 

неэффективны. 

 B. Nunes et. al смоделировал влияние СК на пресноводных рыб вида 

Salmo trutta fario. У подопытных рыб появилось несколько 

гистопатологических изменений с более высокой распространенностью и 

тяжестью поражений тканей по сравнению с контрольной группой. 

Наблюдаемые изменения были в основном структурными (пластинчатое 

слияние и гипертрофия) и воспалительными (эпителиальный лифтинг). 

Несколько рыб представили такие дегенеративные изменения, как аневризмы 

и некроз [113]. 

В связи с неблагоприятным воздействием салицилатов на живые 

организмы необходимы поиски способов очистки сточных вод от АСК и СК 

и уменьшения содержания уже находящихся в окружающей среде данных 

фармполлютантов. Возможность удаления салицилатов из сточных вод в 

промышленных условиях с помощью активного ила показал R. Dhulipala et. 

al. [110]. N. Hack et. al. продемонстрировал возможность микробной 

деградации салицилатов клетками Pseudomonas fluorescens в аэробных и 

анаэробных условиях по пути пирокатехина [82]. U. Guzik et. al. сообщил о 

способности Stenotrophomonas maltophilia деградировать пирокатехин, 

который является одним из возможных продуктов биодеструкции АСК [139]. 
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J. Choudhary et. al. сообщил о способности 8 бактериальных штаммов, 

обнаруженных в почве Индии, к биодеструкции салицилатов в концентрации 

0,05% [94].  

Следует отметить, что в окружающей среде салицилаты могут 

подвергаться деградации под влиянием не только биотических, но и 

абиотических факторов, например, ультрафиолетового света [109]. Так, G. 

Wang et. al. смоделировал воздействие УФ спектра солнечного света на 

растворы СК в воде (0,00001 – 0,0001 %) и показал, что процесс деградации 

салицилатов описывается кинетическим уравнением псевдо-первого порядка. 

Факторами, ускоряющими данный процесс, являются низкое значение pH 

среды, наличие ионов кислорода, нитратов и нитритов [168]. 

1.5. Пути метаболизма ацетилсалициловой кислоты 

Метаболиты АСК в организме человека хорошо изучены. При 

пероральном употреблении АСК деацетилируется на 50 – 80 % во время 

первого прохождения через печень. Образующаяся салициловая кислота 

связывается с глицином (до 75 %), образуя салицилмочевую кислоту. 

Небольшая часть СК (10%) соединяется с глюкуроновой кислотой, образуя 

ацильные и фенольные глюкурониды, которые выводятся через почки. 

Другая небольшая часть СК (около 10 %) окисляется до гентизиновой (2,5-

дигидроксибензойной) кислоты, которая также может соединяться с 

глицином, образуя гентисуровую кислоту (рис. 1.4.) [95]. 

 



25 
 

 

 

Рис. 1.4.Метаболизм АСК в организме человека 

Цит. по: Chrastil J. et. al. [95]. 

В окружающей среде конъюгированные с СК формы 

метаболизируются до исходного вещества β-глюкуронидазами бактерий 

(Escherichia coli, например), а также ферментами некоторых видов рыб и 

моллюсков. Данные процессы являются основным фактором, 

способствующим присутствию СК (как метаболита АСК) в водных объектах 

окружающей среды [113]. 

Следует отметить, что в организме человека метаболизм АСК 

протекает без расщепления ароматического кольца (рис. 1.4). В отличие от 

человека и млекопитающих, микроорганизмы имеют набор ферментов, 

позволяющий расщеплять ароматическое кольцо салицилатов с 

последующей минерализацией образующихся продуктов [161, 163, 169]. Так 

P.F. Qi et. al. предложил два возможных пути деградации салицилатов 

грибами Fusarium graminearum (рис. 1.5) [114]. 
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Рис. 1.5. Схема биодеструкции салицилатов грибами Fusarium 

graminearum. 

Цит. по: P.F. Qi et. al. [114]. 

Как видно из приведенной схемы, биодеструкция СК может проходить 

по двум метаболическим путям. Первый путь: декарбоксилирование СК с 

образованием пирокатехина и последующее орто-расщепление его до цис, 

цис - муконовой кислоты. Последняя через стадии лактонов превращается в 

3-оксоадипиновую кислоту, распадающуюся в цикле трикарбоновых кислот 

до неорганических продуктов. Второй путь: мета-гидроксилирование 

ароматического кольца СК с образованием гентизиновой кислоты. Последняя 

посредством декарбоксилирования превращается в гидроксихинон, который 

в дальнейшем расщепляется до 3- гидрокси - цис, цис - муконовой кислоты, 

переходящей через стадию 2-малеилацетата в 3-оксоадипиновую кислоту.  

M. Civilini et. al. показал возможность биодеструкции салицилатов 

клетками Pseudomonas aeruginosa по трем метаболическим путям, один из 

которых происходит с образованием фумаровой кислоты (рис. 1.6) [97]. 
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Рис. 1.6. Схема биодеструкции салицилатов клетками Pseudomonas 

aeruginosa. 

Цит. по: M. Civilini et. al. [97]. 

 

Данная схема процесса биодеструкции салицилатов клетками 

псевдомонад аналогична схеме биодеградации салицилатов грибами (рис. 

1.5), однако отличается наличием третьего метаболического пути с 

образованием пировиноградной кислоты и ацетальдегида непосредственно из 

пирокатехина. D. Ishiyama et. al. показал возможность разложения 

салицилатов клетками Streptomyces sp. штамм WA46 по пути образования 

пирокатехина с последующим орто-расщеплением последнего до цис, цис-

муконовой кислоты [141]. Бактериальное разложение пирокатехина до цис, 

цис-муконовой кислоты описано также в работе [79]. Биодеградация 2-

гидроксибензоата либо по катехиновому, либо гентизатному пути показана в 

работе [152]. 

Таким образом, микроорганизмы способны расщеплять ароматическое 

кольцо салицилатов с образованием простых неароматических соединений. 
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1.6. Фумаровая кислота как метаболит ацетилсалициловой 

кислоты. Строение и свойства фумаровой кислоты. 

Как показано выше (рис. 1.6), одним из возможных продуктов 

бактериального метаболизма АСК является фумаровая кислота [97]. 

Фумаровая кислота (CAS 110-17-8; транс-будендиовая кислота 

HO2CCH=CHCO2H) представляет собой транс - изомер янтарной кислоты. 

Фумаровая кислота находится во многих растениях, грибах, лишайниках 

(Fumaria officinalis) и встречается в небольших количествах во всех 

животных клетках, где она играет важную роль в качестве промежуточного 

продукта углеводного обмена, а также является промежуточным продуктом 

при биосинтезе аспарагиновой кислоты высшими растениями и бактериями. 

В цикле трикарбоновых кислот фумаровая кислота под действием фермента 

фумаразы присоединяет воду и превращается в яблочную кислоту (рис. 1.7).  

Яблочная кислота под действием фермента малатдегидрогеназы 

окисляется в щавелевоуксусную с образованием никотинамида 

дениндинуклеотида (НАДH) (рис.1.6). А. Peksel et al. сообщили о том, что 

Aspergillus niger демонстрирует аналогичный цикл трикарбоновых кислот, 

содержащий фумаровую кислоту в качестве интермедиата [88]. 
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Рис. 1.7. Цикл трикарбоновых кислот. 

Фумаровая кислота может проявлять фитостимулирующие свойства. 

Так, Мартынова Т.Н. с соавт. в своем патенте отмечают, что предпосевная 

обработка семян брюквы 1% раствором фумаровой кислоты повышает 

всхожесть, энергию прорастания семян и их урожайность [43]. Кропоткина 

В.В. сообщает, что обработка двудольных растений смесью органических 

кислот в концентрации 10
-11

 М, среди которых присутствует фумаровая 

кислота, увеличивает прирост сухой биомассы растений до 28% [27]. 

1.7. Методы анализа ацетилсалициловой кислоты и ее метаболитов 

В соответствии с ГФ XIV издания, АСК в виде фармацевтической 

субстанции определяют алкалиметрическим методом в среде 96% этанола 

[14]. Однако данный метод не позволяет определять продукты метаболизма 

АСК, как и спектрофотометрический метод, предложенный J. Choudhary et 
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al. и T.R. Silva et al. для определения содержания СК в культуральных средах 

Pseudomonas fluorescens [94, 184]. 

Для обнаружения и количественного определения салицилатов и их 

метаболитов в биологических жидкостях и объектах окружающей природной 

среды используют хроматографические методы анализа: ВЭЖХ, ВЭЖХ/МС 

и ГХ/МС в частности [24, 47, 49, 82, 99, 107, 110, 136, 137, 152]. При этом 

важнейшей стадией является пробоподготовка анализируемого объекта. При 

подготовке биожидкостей часто применяют жидкость-жидкостную 

экстракцию (ЖЖЭ). Так, R.C. Dolores et al. при определении АСК в плазме 

крови при ЖЖЭ в качестве экстрагента использовали ацетонитрил, а 

Кокорина Н.О. с соавт. – диэтиловый эфир [24, 99]. Поскольку в 

постферментационных средах бактерий содержится значительно меньшее (по 

массе) количество балластных веществ по сравнению с биологическими 

жидкостями человека и животных, то в отличие от методик пробоподготовки 

данных объектов Плотников А.Н. с соавт. использовали центрифугирование 

культуральной среды родококков при 10000 об/мин с последующей 

фильтрацией через мембранный фильтр [19, 41]. В качестве подвижной фазы 

при хроматографировании подготовленной пробы, содержащей АСК и ее 

метаболиты, используют либо кислые растворители (фосфатные буферные 

растворы, растворы фосфорной кислоты), либо подкисляют среду 

органическими кислотами (ледяной уксусной или муравьиной) [99, 107, 137, 

154, 178, 187]. 

Для анализа продуктов микробиологической деструкции АСК и СК 

наиболее часто используют методы ГХ/МС и ВЭЖХ/МС. Так, M. Civilini et 

al. изучали продукты биодеструкции салицилатов клетками Pseudomonas 

aeruginosa методом ГХ/МС [97]. E. Grund et al. для анализа продуктов 

разложения нафталина, биодеструкция которого родококками происходит 

через стадию образования салицилата, использовал метод ВЭЖХ [131]. N. 

Hack et al. для анализа продуктов биодеструкции СК клетками Pseudomonas 

fluorescens также использовал метод ВЭЖХ [82]. P. Qi et. al. предложил для 
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детекции продуктов биодеструкции СК в культуральных жидкостях грибов 

Fusarium graminearum метод ультраэффективной жидкостной хроматографии 

с масс-селективным детектированием (UPLC-ES/MS/MS) [114].  

Выводы по главе 1 

Таким образом, анализ литературных данных позволил сделать 

следующие выводы.  

1. Массовое производство и потребление ацетилсалициловой кислоты 

неизбежно приводит к образованию значительного количества отходов и 

попаданию данного соединения в объекты окружающей среды. 

2. Перспективным является поиск способов переработки 

фармацевтических отходов, содержащих ацетилсалициловую кислоту, в том 

числе микробиологических, с целью получения продуктов с новыми 

полезными свойствами. 

2. Для количественного анализа ацетилсалициловой и салициловой 

кислот в биологических жидкостях используется метод ВЭЖХ.  

3. Для идентификации и количественного определения продуктов 

деструкции ацетилсалициловой кислоты в биологических жидкостях и 

объектах окружающей среды используются методы ГХ/МС и ВЭЖХ/МС.  

4. Возможным бактериальным метаболитом ацетилсалициловой 

кислоты является фумаровая кислота. В единичных публикациях отмечен 

факт фитостимулирующего действия данного вещества.  

В связи с этим представляет интерес изучить пути метаболизма 

ацетилсалициловой кислоты актинобактериями рода Rhodococcus, 

химический состав и фитостимулирующую активность образующихся 

продуктов. 
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Глава 2. ОБЪЕКТЫ, МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ 

В данной главе описаны объекты и методы исследования, 

использованные в работе приборы и реактивы. 

2.1. Объекты исследования 

1. АСК (2-ацетилоксибензойная кислота), фармацевтическая 

субстанция (Аньцю Луань Фармасьютикал Ко., Лтд., Китай). Соответствует 

требованиям ФС.2.1.0006.15 [14]. Содержание АСК в пересчете на сухое 

вещество не менее 99,5%. 

2. Таблетки АСК (АО Медисорб, Россия) состава: АСК 0,5 г, крахмал 

картофельный 0,0237 г; тальк 0,0010 г; лактозы моногидрат (сахар молочный) 

0,0240 г; повидон (поливинилпирролидон низкомолекулярный) 0,0003 г; 

кислота стеариновая 0,0010 г. 

3. Продукты биодеструкции (ПБ) АСК клетками R. jostii ИЭГМ 60. 

4. Фумаровая кислота (CAS: 110-17-8; транс-будендиовая кислота) 

SigmaAldrich, США. Содержание фумаровой кислоты ≥ 99,0%. 

5. Зверобоя продырявленного трава Hyperici perforati herba 

ФС.2.5.0015.15 [15]. 

6. Тест-культура при определении фитотоксичности – семена овса 

посевного Avena sativa L. [11, 30]. 

7. Штаммы актинобактерий из Региональной профилированной 

коллекции алканотрофных микроорганизмов (акроним коллекции ИЭГМ, 

номер 768 во Всемирной федерации коллекции культур, 

www.iegm.ru/iegmcol/strains), принадлежащих к Gordonia rubriperctincta (3 

штамма), R. erythropolis (3 штамма), R. opacus (3 штамма), R. qingshengii (3 

штамма), R. ruber (3 штамма), R. jostii (13 штаммов), всего 28 штаммов (табл. 

2.1) [149]. 
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Таблица 2.1. 

Коллекционные штаммы, используемые в работе 

Вид Количество 

штаммов 

Номер штамма 

R. erythropolis 3 ИЭГМ 7
Т
, ИЭГМ 11, ИЭГМ 180 

R. jostii 13 ИЭГМ 28, ИЭГМ 29, ИЭГМ 30, ИЭГМ 31, ИЭГМ 

32, ИЭГМ 33, ИЭГМ 60, ИЭГМ 68, ИЭГМ 458, 

ИЭГМ 508, ИЭГМ 550 , ИЭГМ 589, ИЭГМ 1170 

R. ruber 3 ИЭГМ 90, ИЭГМ 70
Т
, ИЭГМ 77 

R. opacus 3 ИЭГМ 56, ИЭГМ 261, ИЭГМ 716
Т
 

R. qingshengii 3 ИЭГМ 1016, ИЭГМ 1270, ИЭГМ 247 

G.rubriperctincta 3 ИЭГМ 129, ИЭГМ 111, ИЭГМ 95
Т
 

Примечание. ИЭГМ ‒ акроним Региональной профилированной 

коллекции алканотрофных микроорганизмов.  

2.2. Материалы исследования 

2.2.1. Материалы, использованные при проведении процесса 

биодеструкции ацетилсалициловой кислоты 

Таблица 2.2. 

Химические реактивы 

 
№ 

п/п 

Наименование Квалификация Производитель Нормативный 

документ 

1 2 3 4 5 

1.  Аммония сульфат ч. д. а. Россия ГОСТ 3769-78 

ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1401 

2.  Дикалия 

гидрофосфат 

х.ч. Россия 

 

ГОСТ 2493-75; 

ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1461 

3.  Железа(III) хлорид х.ч. Россия ГОСТ 4147-74 

ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1491 
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Продолжение таблицы 2.2 

1 2 3 4 5 

4. Калия дигидрофосфат х.ч. Россия ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1509 

5. Калия нитрат х.ч. Россия ГОСТ 4217-77 

ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1514 

6. Кальция хлорид 

безводный 

х.ч. Россия ТУ 6-09-4711-81 

ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1523 

7. Магния сульфат 

гептагидрат 

х.ч. Россия ГОСТ 4523-77 

ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1550 

8. Мясопептонный 

бульон  

– Oxoid, 

Великобритания 

– 

9. Мясопептонный агар – Oxoid, 

Великобритания 

– 

10. Натрия 

гидрокарбонат 

х.ч.  Россия ГФ XIV, ч. 3,  

с. 4414-4416 

11. Натрия хлорид х.ч. Россия ГОСТ 4233-77 

ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1602 

12. Фосфатный 

буферный раствор  

рН 7,0 

– – ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1805 

13. Йоднитротетразолия 

хлорид 

– Sigma Aldrich, США – 
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Таблица 2.3. 

Оборудование 

№ п/п Наименование Производитель 

1 2 3 

1. 

 

Орбитальный шейкер CertomatIS 

(поддерживаемый температурный диапазон: от +6 

до +60 °С) 

Sartorius Stedim Biotech, 

Германия 

2. Спектрофотометр Lambda EZ 201 Perkon Elmer, CША 

3. Дозаторы 100 мкл, 500 мкл, 1 мл Sartorius, Германия 

4. Многоканальные дозаторы объемом 50 мкл, 100 

мкл, 500 мкл, 1 мл. 

Sartorius, Германия 

5. Центрифуга (12000 оборотов/мин) Eppendorf, Германия 

6. Центрифуга(600 оборотов/мин) Hermle Z200A, Германия 

7. Центрифужная пробирка 100 мл Hermle, Германия 

8. Центрифужная пробирка 1 мл. Eppendorf, Германия 

9. Мембранный фильтр НЦ 0,2 мкм Владисарт, Россия 

10. Установка для стерильной фильтрации Sartorius, Германия 

11. Магнитная мешалка (1400 оборотов/мин) Heidolph, Германия 

12. Стерилизатор паровой ВК-75-01 Россия 

 

2.2.2. Материалы, использованные при исследовании продуктов 

биодеструкции ацетилсалициловой кислоты 

Таблица 2.4.  

Химические реактивы 

№ 

п/п 

Наименование Квали-

фика-

ция 

Производитель Нормативный 

документ 

1 2 3 4 5 

1.  Азотная кислота 

концентрированная 

98,6% 

 

Россия ГОСТ 701-89 

ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1380 
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Продолжение таблицы 2.4 

1 2 3 4 5 

2.  Алюминия хлорид х. ч. Россия ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1386 

3.  Алюминия хлорида 

спиртовый раствор 2 % 

– – ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1387 

4.  Ацетон х.ч.. Россия  ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1412 

5.  Ацетонитрил сорт 0 для 

хроматографии                  

о.х.ч. Россия ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1413 

6.  Гентизиновая кислота х.ч. Sigma Aldrich, США – 

7.  Гидрохинон х.ч. Sigma Aldrich, США ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1445 

8.  2,2-Дифенил-1-

пикрилгидразильный 

радикал (ДФПГ) 

≥95% Sigma Aldrich, США – 

 

 

9.  Железа (III) хлорида 

спиртовый раствор 1%                   

– – ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1492 

10.  Йод кристаллический                                                        х.ч. Россия ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1498 

11.  Калия хлорид х.ч. Россия ГОСТ 4234-77 

ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1519 

12.  Калия хлорида  

раствор 0,1 М 

– – ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1520 

13.  Метанол безводный х.ч. Россия ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1559 

14.  Муравьиная кислота 

безводная 

ч.д.а Россия ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1579 

15.  Натрия хлорид х.ч. Россия ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1602 
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Продолжение таблицы 2.4 

1 2 3 4 5 

16.  Пирокатехин ≥99% Merck, Германия ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1626 

17.  Рутин х.ч. Россия ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1644 

18.  Фосфатный буферный 

раствор рН 3,0 

– – ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1798 

19.  Фумаровая кислота 99% Sigma Aldrich, США – 

20.  Уксусная кислота ледяная ч.д.а. Россия ГФ XIV, ч. 1, 

с. 1707 

21.  Спирт этиловый  96% Россия ГФ XIV, ч. 1,  

с. 1668 

22.  Этилацетат ч.д.а. Россия ГФ XIV, ч. 1,  

с. 1752 

23.  Хлороформ х.ч. Россия ГФ XIV, ч. 1,  

с. 1734 

24.  Цис,цис-муконовая кислота х.ч. Acros organics, США  – 

Таблица 2.5. 

Оборудование 

№ п/п Наименование Производитель 

1 2 3 

1.  Анализатор влажности МА-30 Sartorius, Германия 

2.  Весы аналитические ViBRA ООО ВИБРА РУС, 

Россия 

3.  Вспомогательный хлорсеребряный электрод (ЭВЛ-

1М3.1) 

Антех, Белоруссия 

4.  Жидкостной хроматограф LC Prominence 20А, 

оборудованный хроматографической колонкой с 

обращенно-фазным сорбентом Discovery® HS С18 

(250х4,6 мм, 5 мкм) и диодно-матричным детектором 

(SPD-M20A) 

Shimadzu, Япония 
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Продолжение таблицы 2.5 

1 2 3 

5.  Жидкостный хроматограф «LCMS - 8050», снабженный 

колонкой из нержавеющей стали (150*3,0 мм, Luna 

3uC18(2) 100А) с обращенно – фазовым сорбентом и 

масс-спектрометрическим детектором типа тройной 

квадруполь с двойным источником ионизации 

Shimadzu, Япония 

6.  Индикаторный стеклянный электрод (ЭС-10601/7) Антех, Белоруссия 

7.  Иономер лабораторный И-160М Антех, Белоруссия 

8. Сушильный шкаф Binder FD 115 (поддерживаемый 

температурный диапазон от 5°С ниже температуры 

окружающей среды до + 300°С) 

Binder GmbH, 

Германия 

9. Спектрофотометр СФ 2000 ЗОМЗ, Россия 

10. Чашки Петри Россия 

 

2.2.3. Приготовление химических реактивов 

Минерально-солевая среда RS. В мерную колбу вместимостью 1 дм
3
 

помещали 2,0 г калия гидрофосфата (K2HPO4), 2,0 г калия фосфата 

однозамещенного (KH2PO4), 1,0 г калия нитрата (KNO3), 2,0 г аммония 

сульфата ((NH4)2SO4), 1,0 г натрия хлорида (NaCl), 0,20 г магния сульфата 

(MgSO4×7Н2О), 0,0151 г кальция хлорида безводного (CaCl2), 0,001 г 

железа(III) хлорида (FeСl3×7Н2О) и растворяли в воде очищенной, доводя 

объем колбы водой до метки.  

Фосфатный буферный раствор (pH 7,0): 28,4 г динатрия 

гидрофосфата безводного и 18,2 г калия дигидрофосфата растворяли в воде и 

доводили объем раствора водой до 500,0 см
3
 [12]. 

Фосфатный буферный раствор (pH 3): 0,7 мл фосфорной кислоты 

концентрированной смешивали с 100 см
3
воды и доводили объем раствора 

водой до 900см
3
. Устанавливали значение pH = 3,0 с помощью раствора 

натрия гидроксида концентрированного и доводили объем раствора водой до 

1000,0 см
3
 [12]. 
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2.3. Методы исследования 

2.3.1. Определение минимальной подавляющей концентрации 

ацетилсалициловой кислоты в отношении алканотрофных 

микроорганизмов 

Определение минимальной подавляющей концентрации (МПК) АСК в 

отношении бактериальных культур проводили методом двукратных 

серийных разведений с использованием полистироловых планшетов 

стандартной конфигурации 8х12 (96) лунок. АСК вносили в минерально-

солевую среду RS из стерильного концентрированного раствора (40 г/л) до 

конечной концентрации 0,07 г/л. 

Методика приготовления стерильного концентрированного раствора 

АСК: в коническую колбу вместимостью 250 см
3 

помещали 100 см
3 

минерально-солевой среды RS, 4,0000 г (точная масса) АСК и 3,7280 г 

гидрокарбоната натрия (эквивалентное АСК количество), закрывали ватно-

марлевой пробкой и стерилизовали в паровом стерилизаторе (Р=1 атм, t=2 

часа). 

Бактериальные клетки (инокулят) вносили в среду RS с АСК в 

концентрации 2,3х10
7 

клеток/мл. Клетки предварительно инкубировали в 

течение 5-ти сут в мясопептонном бульоне (Oxoid, Великобритания) и 

дважды отмывали фосфатным буферным раствором (рН 7,0). 

Жизнеспособность бактериальных клеток определяли специфическим 

окрашиванием бактерий йодонитротетразолиум хлоридом (Sigma-Aldrich, 

США). 

2.3.2. Биологическая деструкция ацетилсалициловой кислоты 

Биодеструкцию АСК проводили на базе лаборатории алканотрофных 

микроорганизмов Института экологии и генетики микроорганизмов УрО 

РАН (Пермь). В колбу Эрленмейера вместимостью 250 см
3 

вносили 0,0100 – 

0,0500 г АСК, либо 0,2500 г АСК с добавлением эквивалентного количества 

гидрокарбоната натрия (0,2330 г), 100 см
3
 минерально-солевой среды RS и 

инокулят (взвесь клеток родококков) в концентрации 3,8×10
7 

клеток/см
3
. 
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Клетки родококков предварительно выращивали в течение пяти сут на 

мясопептонном бульоне и дважды отмывали 10 mМ K-Na-фосфатным 

буферным раствором (pH 7,0). Биодеструкцию АСК проводили в условиях 

периодического культивирования на орбитальном шейкере CetromatIS 

(Sartorius Stedim Biotech, Германия) при 160 об/мин и 28 ºС в течение 4 – 30 

сут. 

2.3.3. Плоскостная (тонкослойная) хроматография 

Идентификацию ПБ АСК методом ТСХ проводили на пластинах 

«Сорбфил» ПТСХ-П-В-УФ (ЗАО «Сорбполимер», Россия). Объем 

анализируемых проб и стандартных растворов составлял 10 мкл. В качестве 

последних использовали этанольные растворы АСК либо салицилата натрия 

и предполагаемых ПБ АСК: пирокатехина («Merck», Германия), цис,цис-

муконовой кислоты (Acrosorganics, США), гидрохинона («Merck», 

Германия), гентизиновой (Sigma Aldrich, США) и фумаровой кислот (Sigma 

Aldrich, США) в концентрации 10 мг/мл. Для обнаружения исследуемых 

веществ использовали облучение УФ светом при длине волны 254 нм. 

2.3.4. Высокоэффективная жидкостная хроматография 

Содержание АСК в постферментационных средах родококков 

определяли методом обращенно-фазовой ВЭЖХ в лаборатории 

хроматографических методов анализа ПГФА с использованием жидкостного 

хроматографа LC Prominence 20А (Shimadzu, Япония) в комплектации: насос 

LC-20AD, детектор SPD-M20A, термостат колонок CTO-20AС, мембранный 

дегазатор DGU-20A3, системный контроллер CBM-20A, автодозатор Sil-20A. 

Хроматографическое разделение веществ проводили при 40°С на колонке 

Luna 5uC18(2) 100A (4,6 mm×250 mm) (Phenomenex). Регистрацию и 

обработку хроматографической информации проводили с помощью 

программы LC solution (version 1, 25 rus). Расчет содержания АСК в 

постферментационной среде проводили по формуле: 
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𝐶𝑥 =
Sx ×Co

So
 

SX – площадь пика АСК в постферментационной среде, 

SO – площадь пика АСК в растворе стандартного образца, 

CO – концентрация АСК в растворе стандартного образца. 

2.3.5. Высокоэффективная жидкостная хроматография с масс-

селективным детектированием 

Определение содержания фумаровой кислоты в составе ПБ АСК в 

постферментационных средах родококков проводили методом обращенно-

фазовой тандемной жидкостной хроматомасс-спектрометрии в лаборатории 

хроматографических методов анализа ПГФА с использованием жидкостного 

хроматографа LCMS-8050 (Shimadzu, Япония) под руководством к.ф.н., доц. 

Карпенко Ю.Н. Хроматографическое разделение веществ проводили при 

40°С на колонке из нержавеющей стали (150*3,0 мм, Luna 3uC18(2) 100А) с 

обращенно – фазовым сорбентом и масс-спектрометрическим детектором 

типа тройной квадруполь с двойным источником ионизации (электроспрей 

ESI и химическая ионизация при атмосферном давлении APCI). Регистрацию 

и обработку хроматографической информации проводили с использованием 

программы LC solution (version 1, 25 rus). 

Расчет содержания фумаровой кислоты в постферментационной среде 

проводили по формуле [1]: 

𝐶𝑥 =
Sx ×Co

So
 

SX – площадь пика фумаровой кислоты в постферментационной среде, 

SO – площадь пика фумаровой кислоты в растворе стандартного образца,  

CO – концентрация фумаровой кислоты в растворе стандартного образца. 

2.3.6. Антиоксидантная активность продуктов биодеструкции 

ацетилсалициловой кислоты. ДФПГ – метод 

Антиоксидантную активность ПБ АСК определяли с использованием 

ДФПГ – радикала по модифицированной нами методике [100]. 
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Постферментационную среду родококков, полученную по окончании 

процесса биодеструкции АСК (0,25%), в количестве 200 см
3 

упаривали под 

вакуумом до получения сухого остатка массой 1,8000 г, содержащего 0,156 г 

ПБ АСК и 1,644 г компонентов среды RS. Из полученного сухого остатка 

готовили водные растворы с концентрацией ПБ АСК 1500, 3800, 4500 и 4800 

мкг/мл. В качестве эталона сравнения использовали водные растворы 

аскорбиновой кислоты в концентрации 5, 8, 10 мкг/мл. К 1 см
3 

раствора ПБ 

АСК вышеуказанной концентрации прибавляли 2 см
3 

раствора ДФПГ (60 

мкг/мл) в спирте этиловом 95%, смесь центрифугировали и измеряли 

оптическую плотность полученного раствора через 30 мин на 

спектрофотометре СФ 2000 (Россия) при длине волны 517 нм и толщине слоя 

1 см. В качестве контроля использовали раствор, состоящий из 2 см
3 
раствора 

ДФПГ (60 мкг/мл) и 1 см
3 

воды очищенной. Антиоксидантную активность 

выражали в г-экв аскорбиновой кислоты /1 г ПБ АСК. 

2.3.7. Острая токсичность 

Исследование острой токсичности ПБ АСК проводили на белых 

нелинейных мышах обоего пола массой 24–30 г на кафедре физиологии 

ПГФА под руководством к.м.н., доц. Рудаковой И.П. Для определения 

средней летальной дозы использовали экспресс-метод В.В. Прозоровского с 

соавт. [46]. Постферментационные среды родококков объемом 200 см
3
, 

содержащие ПБ АСК в суммарной теоретической концентрации 2,5 мг/мл, 

упаривали на водяной бане до объема 5 мл и, соответственно, концентрации 

ПБ 100 мг/мл. Введение животным ПБ АСК осуществляли перорально в 

объеме 1 мл в четырех дозах: 2000, 2500, 3160 и 3980 мг на 1 кг массы тела, 

которые рассчитывали, исходя из ЛД50 АСК (контроль), равной 1410,0 мг/кг 

[25]. Каждой паре животных вводили одну дозу в порядке ее возрастания. 

Наблюдение за мышами проводили в течение 7 суток. На основании 

полученного значения LD50 при Р=0,05 определяли класс токсичности 

продуктов биодеструкции АСК по классификации К.К. Сидорова [52]. 
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2.3.8. Класс опасности для окружающей природной среды 

Для определения класса опасности ПБ АСК для окружающей природной 

среды использовали методику расчетов, утвержденную приказом Минприроды 

России от 04.12.2014№ 536 [38]. 

2.3.9. Фитотоксичность 

Фитотоксичность ПБ АСК определяли в соответствии с 

Методическими рекомендациями и ГОСТ [11, 30]. В качестве тест-культуры 

использовали семена овса посевного Avena sativa L., всхожесть которых 

составляла 98% [30]. Процент всхожести определяли по истечении 3 суток в 

результате проращивания семян в чашках Петри с фильтровальной бумагой, 

куда вносили очищенную воду в объеме 5 см
3
. При определении 

фитотоксичности ПБ АСК семена овса посевного помещали в чашки Петри 

по 25 штук в каждую и проращивали между двумя слоями фильтровальной 

бумаги, смоченной соответствующей жидкостью: 1) раствором АСК 0,25% в 

среде RS, нейтрализованным эквивалентным количеством гидрокарбоната 

натрия; 2) ПБ АСК, отобранными на конечном этапе процесса 

биодеструкции; 3) раствором фумаровой кислоты 0,0005%; 0,015%; 0,05%. 

(рис. 2.1). Для увлажнения контрольной группы семян использовали воду 

очищенную. Первоначальный объем раствора, введенный в каждую чашку 

Петри, составлял 15,0 см
3
. Для каждого проростка определяли максимальную 

длину корня на 7-е сутки роста.  
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Рис. 2.1. Схема определения фитотоксичности ПБ АСК 

Статистическую обработку результатов проводили с использованием F-

критерия Фишера и t-критерия Стьюдента. Различия между выборками 

признавали статистическими значимыми при t >tкр. 

2.3.10. Фитостимулирующее действие продуктов биодеструкции 

ацетилсалициловой кислоты на зверобой продырявленный 

Исследование действия ПБ АСК и фумаровой кислоты на растущую 

траву зверобоя продырявленного Hypericum perforatum L. проводили на 

территории Ботанического сада имени А.Г. Генкеля Пермского 

государственного национального исследовательского университета в мае-

сентябре 2018 г. Три площадки (1 опытная и 2 контрольных) площадью 2×2 

м
2 

каждая были засеяны семенами зверобоя продырявленного (агрофирма 

«Аэлита», Россия) в количестве 0,2 г на площадку (рис. 2.2). 
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Рис. 2.2. Схема исследования фитостимулирующего действия ПБ 

АСК в полевых условиях 

Каждая площадка обрабатывалась с периодичностью в 2 недели 

соответствующим агентом: ПБ АСК, раствором фумаровой кислоты 0,015% и 

водой. В начале сентября 2018 г. растения извлекали из почвы, траву 

зверобоя продырявленного высушивали воздушно-теневым способом и 

использовали для определения содержания в ней флавоноидов. 

Содержание суммы флавоноидов в высушенной траве зверобоя 

продырявленного определяли спектрофотометрическим методом на основе 

реакции с алюминия хлоридом при длине волны 415 нм [15]. Содержание 

суммы флавоноидов в абсолютно сухом сырье рассчитывали по формуле: 

 =
 ×       ×       ×    

    
  ×  ×     ×        

  
( 

X – содержание суммы флавоноидов в пересчѐте на рутин на 

абсолютно сухое сырьѐ, масс. %; 

D – оптическая плотность испытуемого раствора, отн. ед.; 

Vм.к.1 – объем мерной колбы для приготовления раствора А, см
3
 (100,00 

см
3
); 

Vм.к.2 – объем мерной колбы для приготовления анализируемого 

раствора, см
3
 (25,00 см

3
); 
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   – удельный показатель поглощения комплекса РСО рутина с 

алюминия хлоридом при длине волны 415 нм (    
   = 248); 

a – масса сухой травы зверобоя продырявленного, г (1,0000 г); 

Vпип – объем аликвоты раствора А для приготовления анализируемого 

раствора, см
3
 (1,00 см

3
); 

W – потеря в массе сырья при высушивании сырья, %. 

Определение влажности растительного сырья осуществляли по 

методике [13]. Статистическую обработку результатов проводили с 

использованием F-критерия Фишера и t-критерия Стьюдента. Различия 

между выборками признавали статистическими значимыми при t >tкр. 

2.3.11. Кинетическое моделирование процесса биодеструкции 

ацетилсалициловой кислоты 

Для сравнительного анализа скорости процесса биодеструкции АСК в 

виде фармацевтической субстанции и таблеток использовали кинетическое 

уравнение первого порядка dx/dt = – k x с начальным условием x0 = 100% при 

t = 0 [29]. 
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Глава 3. РАЗРАБОТКА МЕТОДИКИ КОЛИЧЕСТВЕННОГО 

ОПРЕДЕЛЕНИЯ АЦЕТИЛСАЛИЦИЛОВОЙ КИСЛОТЫ В 

ПОСТФЕРМЕНТАЦИОННЫХ СРЕДАХ РОДОКОККОВ МЕТОДОМ 

ВЭЖХ 

В данной главе представлены результаты скрининга активного 

штамма-биодеструктора ацетилсалициловой кислоты, а также результаты 

разработки методики определения содержания АСК в посферментационной 

среде родококков методом обращенно-фазовой высокоэффективной 

жидкостной хроматографии. С использованием математического 

моделирования изучено влияние начальной концентрации АСК и 

вспомогательных веществ таблеток на продолжительность, скорость 

процесса биодеструкции и период полураспада АСК. 

3.1. Определение жизнеспособности актинобактерий в отношении 

ацетилсалициловой кислоты 

По нашим данным, все использованные в работе коллекционные 

штаммы актинобактерий Rhodococcus и Gordonia сохраняли 

жизнеспособность в присутствии АСК в диапазоне концентраций от 0,62 до 

20 г/л. Для родококков показатели МПК в отношении АСК оказались 

значительно выше (до 20 г/л) по сравнению с таковыми для гордоний (табл. 

3.1). 

Таблица 3.1. 

Минимальная подавляющая концентрация АСК в отношении 

актинобактерий 

 

Лекарственное 

средство 

МПК, г/л 

Rhodococcus 

(25 штаммов) 

Gordonia 

(3 штамма) 

АСК 0,62–20,0 2,5 
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Таблица 3.2. 

Минимальная подавляющая концентрация АСК 

в отношении актинобактерий рода Rhodococcus 

 

Вид 
Количество 

штаммов 

МПК, г/л 

R. qingshengii 3 2,5 – 5 

R. ruber 3 1,25 – 5 

R. erytropolis 3 0,62 – 2,5 

R. opacus 3 1,25 – 5 

R. jostii 3 2,5 – 20 

 

Как видно из табл. 3.2, представители вида R. jostii характеризовались 

наиболее выраженной устойчивостью по отношению к АСК (МПК от 2,5 до 

20 г/л). Поэтому для дальнейшего скрининга были использованы 

коллекционные штаммы, принадлежащие к этому виду родококков. 

Таблица 3.3.  

Минимальная подавляющая концентрация АСК  

в отношении коллекционных культур R. jostii 

 
№  R. jostii ИЭГМ МПК, г/л 

1 28 20 

2 29 0,6 

3 30 0,6 

4 31 40 

5 32 1,25 

6 33 20 

7 60 40 

8 68 0,3 

9 458 20 

10 508 2,5 

11 550 20 

12 589 40 

13 1170 20 

Примечание. ИЭГМ ‒ акроним Региональной профилированной 

коллекции алканотрофных микроорганизмов.  

 

Как видно из табл. 3.3, большинство из исследованных штаммов R. 

jostii характеризуется выраженной устойчивостью в отношении АСК (МПК 

от 20 до 40 г/л). Высоко устойчивыми (МПК 40 г/л) оказались штаммы R. 

jostii ИЭГМ 31, R. jostii ИЭГМ 60 и R. jostii ИЭГМ 589. 
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3.2. Исследование деструктирующей активности родококков в 

отношении ацетилсалициловой кислоты 

Биодеструктирующую активность данных штаммов в отношении АСК 

определяли по скорости убыли исходного субстрата из среды 

культивирования родококков, которую оценивали методом ВЭЖХ. 

Продолжительность процесса биодеструкции АСК (2,5 г/л) клетками 

родококков представлена в табл.3.4. 

Таблица 3.4. 

Биодеструктирующая активность родококков в отношении АСК  

  
Коллекционный штамм Продолжительность процесса биодеструкции АСК, сут 

R. jostii ИЭГМ 31 > 30 

R. jostii ИЭГМ 60 9 

R. jostii ИЭГМ 589 10 

 

Как видно из табл. 3.4, продолжительность процесса биодеструкции 

АСК клетками R. jostii ИЭГМ 60 и R. jostii ИЭГМ 589 составляет 9 и 10 суток 

соответственно, в отличие от R. jostii ИЭГМ 31, с использованием которого 

процесс разложения АСК идет крайне медленно (более 30 суток). Следует 

отметить, что в процессе биодеструкции АСК родококками R. jostii ИЭГМ 60 

и R. jostii ИЭГМ 589 наблюдалось выраженное увеличение клеточной 

концентрации более чем в 100 раз (с 2,1*10
7
 до 3,5*10

9
 клеток/мл и с 2,3*10

7
 

до 3,4*10
9
 клеток/мл соответственно). Это является подтверждением того 

факта, что данные штаммы способны к биодеструкции АСК в качестве 

единственного источника углерода, и позволяет считать штаммы R. jostii 

ИЭГМ 60 и R. jostii ИЭГМ 589 наиболее активными в отношении АСК [63]. 

Поскольку R. jostii ИЭГМ 60 

(http://www.iegm.ru/iegmcol/strains/rhodoc/jostii/r_jostii60.html) осуществляет 

биодеструкцию АСК за меньшее время по сравнению с R. jostii ИЭГМ 589, то 

данный штамм был выбран в качестве биодеструктора АСК в дальнейших 

экспериментах. Характеристика данного штамма представлена в табл. 3.5. 

 

http://www.iegm.ru/iegmcol/strains/rhodoc/jostii/r_jostii60.html
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Таблица 3.5 

Характеристика штамма R. jostii ИЭГМ 60 

Коллекционный 

штамм 

Источник выделения Биотехнологический потенциал 

R. jostii 

ИЭГМ 60 

Нефтезагрязненные 

почвы, нефтяные 

месторождения; 

Украина 

 

Трансформация тиоанизола, способность 

использовать пропан и н-углеводороды в 

качестве единственного источника 

углерода; вырабатывает биосурфактанты 

при выращивании на н-алканах (C10-C16); 

устойчив к Мо
6 + 

(5,0 мМ). 

Следует отметить, что актинобактерии рода Rhodococcus являются 

устойчивыми обитателями загрязненных почв, водоемов, активных илов, 

сточных вод, обладают высокой активностью оксидоредуктаз и богатыми 

адаптивными возможностями в отношении различных токсических 

соединений, в том числе ЛС [135, 148, 151, 180, 190, 199, 200]. 

3.3. Разработка методики и определение остаточного содержания 

ацетилсалициловой кислоты в процессе биодеструкции 

Поиск условий количественного определения АСК в 

постферментационных средах родококков предполагал разработку методики 

анализа, позволяющей оценить содержание АСК и СК при совместном 

присутствии в образующейся многокомпонентной системе и степень 

биодеструкции АСК родококками.  

3.3.1. Выбор оптимальных хроматографических условий 

количественного анализа ацетилсалициловой кислоты в 

постферментационных средах родококков 

Образцы культуральных жидкостей родококков, содержащие АСК, 

продукты ее биодеструкции, продукты жизнедеятельности бактериальных 

клеток и составляющие минеральной среды RS, представляли собой сложные 

многокомпонентные системы. В связи с этим выбор оптимальных условий 

определения АСК в данных системах осуществляли с учетом параметров, 

влияющих на хроматографическое разделение присутствующих 

компонентов: природа неподвижной фазы, рН подвижной фазы, содержание 
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ацетонитрила в элюенте и режим элюирования. Разделение АСК, СК и 

других компонентов постферментационной среды проводили на колонке, 

упакованной обращенно-фазовым сорбентом на основе силикагеля, 

модифицированного фазой С18 (размер частиц сорбента 5 мкм). В качестве 

подвижных фаз использовали смеси ацетонитрила и фосфатного буферного 

раствора (рН 3) в соотношениях 1:9; 2:8; 3:7; 4:6; 5:5 и 6:4. 

Хроматографирование проводили в изократическом режиме со скоростью 

потока элюента 0,8 – 1,3 мл/мин. 

Наиболее приемлемым в плане эффективности разделения 

компонентов пробы явился элюент: ацетонитрил – фосфатный буферный 

раствор (рН 3,0) в соотношении 3:7. Данный состав подвижной фазы 

обеспечивает четкое разделение пиков АСК, продуктов еѐ деградации и 

других компонентов культуральной жидкости при использовании 

изократического режима элюирования. Отказ от градиентного режима, 

наиболее часто применяемого при анализе многокомпонентных систем,  

позволил оптимизировать методику по времени. 

Для детектирования АСК и СК были выбраны длины волн 227 и 236 

нм, соответствующие максимумам поглощения данных веществ (рис. 3.1). 

 
 

а  б 

     Рис. 3.1. УФ спектры АСК (а) и СК (б) в подвижной фазе ацетонитрил 

– фосфатный буферный раствор (рН 3,0) в соотношении 3:7 
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Таким образом, в качестве оптимальных выбраны следующие условия 

хроматографического определения АСК и продукта ее гидролиза СК в 

культуральных средах родококков: подвижная фаза ацетонитрил – 

фосфатный буферный раствор (рН 3,0) в соотношении 3:7, скорость потока 

элюента – 1 мл/мин, температура колонки – 40°С, объем вводимой пробы –  

10 мкл, длины волн детектирования – 227 и 236 нм. В данных условиях 

время удерживания составило для АСК и СК 8,25 мин и 12,30 мин 

соответственно.  

 

3.3.2. Валидация методики количественного определения 

ацетилсалициловой кислоты в постферментационных средах 

родококков 

Валидацию разработанной биоаналитической методики проводили в 

соответствии с требованиями Center for Drug Evaluationand Research U.S. 

Foodand Drug Administration [FDA] (2001) и European Medicines Agency 

[EMA] (2009) по показателям специфичность, линейность, прецизионность, 

правильность, предел обнаружения и предел количественного определения 

[132, 133]. 

3.3.3. Определение специфичности (селективности) методики 

Специфичность выбранных хроматографических условий оценивали 

посредством анализа смеси 0,025 % стандартных растворов АСК и СК в воде, 

среды культивирования родококков RS, смеси 0,25 % растворов АСК и СК в 

среде RS, а также образца культуральной жидкости родококков на 2-е сут 

процесса биодеструкции АСК в начальной концентрации 0,03 % (рис. 3.2).  
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Рис. 3.2. Хроматограммы 0,025% стандартных растворов АСК и СК 

в воде (а), среды культивирования родококков RS (б), 0,25% растворов 

АСК и СК в среде RS (в), образца постферментационной среды на 2-е сут 

процесса биодеструкции АСК (г) 
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Время удерживания АСК и СК в среде RS (рис. 3.2 в) и 

постферментационной среде родококков (рис. 3.2 г) совпадало с 

соответствующим временем удерживания аналитов в стандартных водных 

растворах (рис. 3.2 а). Установлено отсутствие мешающего влияния 

посторонних хроматографических пиков компонентов среды RS (рис. 3.2 б) и 

продуктов биодеструкции на определение АСК и СК в постферментационной 

среде родококков.  

3.3.4. Нижний предел количественного определения 

ацетилсалициловой кислоты 

Нижний предел количественного определения (НПКО) является 

минимальной концентрацией аналита в образце, которую можно надежно 

определить с приемлемой правильностью и прецизионностью. 

Нижний предел количественного определения АСК и СК подбирали с 

учетом чувствительности используемого метода и величины фоновых шумов. 

Готовили по 6 образцов модельных смесей АСК и СК в среде RS в 

концентрации 0,0001% и проводили анализ в соответствии с условиями 

разработанной методики. Для каждого образца рассчитывали относительное 

стандартное отклонение (RSD, %) (табл. 3.6, 3.7). 

Таблица 3.6. 

Оценка НПКО ацетилсалициловой кислоты 

 

Концентрация 

АСК в модельной 

смеси, % 

Определено, %  
(n = 6) 

SD RSD, % 

0,0001 0,00012 0,000105 0,000015 14,28 

0,00011 

0,00009 

0,00011 

0,00012 

0,00008 
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Таблица 3.7. 

Оценка НПКО салициловой кислоты 

 

Концентрация СК 

в модельной 

смеси, % 

Определено, %  
(n = 6) 

SD RSD, % 

0,0001 0,00009 0,000095 0,000015 14,78 

0,00009 

0,00011 

0,00011 

0,00008 

0,00008 

НПКО АСК и СК для разработанной методики составил 0,0001 %. 

Полученное относительное стандартное отклонение, равное 14,28% и 

14,78%, приемлемо для биоаналитических методик [132, 133]. 

3.3.5. Установление линейности методики 

В соответствии с требованиями к определению валидационных 

характеристик аналитических методик отклик прибора в отношении 

концентрации аналита должен быть известен и оцениваться в определенном 

диапазоне концентраций [132]. При построении градуировочного графика 

необходимо использовать минимум шесть калибровочных стандартов 

разного концентрационного уровня. При этом каждый стандарт следует 

анализировать дважды [132, 133]. В связи с этим для установления 

линейности методики был проведен анализ 12 образцов модельных смесей 

среды RS с содержанием АСК и СК в диапазоне концентраций от 0,0001 % 

до 0,25 %. Каждый образец готовили к анализу в соответствии с методикой 

пробоподготовки и хроматографировали 2 раза. Результаты определения 

линейности приведены в табл. 3.8, 3.9 и на рис. 3.3, 3.4. 
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Таблица 3.8. 

Зависимость площади пика от концентрации АСК в среде RS 

Концентрация 

АСК, % 

Площадь хроматографического пика (S), Au*мкл 

(средний результат 2-х параллельных измерений) 

0,25 59442077 

0,2 47726102 

0,15 35240555 

0,125 30077946 

0,1 24747872 

0,05 13034337 

0,025 6562539 

0,0125 3274921 

0,005 1282812 

0,001 247563 

0,0005 123507 

0,0001 23041 

 

Таблица 3.9. 

Зависимость площади пика от концентрации СК в среде RS 

Концентрация 

СК, % 

Площадь хроматографического пика (S), Au*мкл 

(средний результат 2-х параллельных измерений) 

0,25 73811832 

0,2 62158970 

0,15 47299737 

0,125 41121004 

0,1 33973375 

0,05 17712200 

0,025 8846947 

0,0125 4404280 

0,005 1737605 

0,001 340082 

0,0005 168990 

0,0001 32863 

С использованием программного обеспечения хроматографа были 

построены градуировочные графики для каждого из исследуемых веществ 

(рис. 3.4, 3.5), что позволило получить уравнения зависимости площади пика 
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от концентрации АСК и СК и производить автоматическую обработку 

хроматограмм при дальнейших исследованиях. 

 

Рис. 3.3. Градуировочный график зависимости площади пика от 

концентрации АСК в среде RS 

 

Рис. 3.4. Градуировочный график зависимости площади пика от 

концентрации СК в среде RS 

Линейность методики исследовали с использованием растворов АСК и 

СК в среде RS в диапазоне концентраций 0,0001 – 0,25 %. Уравнения 

градуировочных графиков имели вид: S = 2,39×108×C (для АСК) и S = 

3,098×108×C (для СК), где S – площадь хроматографического пика вещества, 

0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150 0.175 0.200 0.225 Conc.
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

Area(x10,000,000)

0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150 0.175 0.200 0.225 Conc.
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

Area(x10,000,000)



58 
 

 

С – концентрация вещества, %. Полученные коэффициенты корреляции (R
2
), 

равные 0,9995 и 0,9964 для АСК и СК соответственно, свидетельствуют о 

линейности методики.  

3.3.6. Определение параметров правильности и прецизионности 

Для оценки правильности и прецизионности методики использовали 

смеси растворов АСК и СК в среде RS на 4 уровнях концентраций аналитов: 

0,0001 % (НПКО); 0,0003 % (низкий уровень); 0,1 % (средний уровень) и 

0,2% (высокий уровень). Прецизионность и правильность методики 

оценивали по величинам относительного стандартного отклонения (RSD, %) 

и относительной погрешности (ε, %) результатов измерения (табл. 3.10, 3.11).  

Таблица 3.10 

Оценка правильности и прецизионности методики определения АСК  

в среде RS методом ВЭЖХ 

Концентрация 

АСК в модель-

ной смеси, % 

Определено 

АСК, % 
 

(n = 6) 

SD RSD,% ε,% 

1 2 3 4 5 6 

0,0001 0,00012 0,000105 0,000015 14,28 20,00 

0,00011 10,00 

0,00009 -10,00 

0,00011 10,00 

0,00012 20,00 

0,00008 -20,00 

0,0003 0,00031 0,00031 0,0000208 6,71 3,33 

0,00033 10,00 

0,00028 -6,67 

0,00034 13,33 

0,00029 -3,33 

0,00031 3,33 

0,1 0,0891 0,10005 0,0000567 7,52 -10,90 

0,0936 -6,40 

0,1030 3,00 

0,0968 -3,20 

0,1077 7,70 

0,1101 10,10 

0,2 0,2230 0,207 0,0107 5,17 11,50 

0,2078 3,90 

0,1895 -8,45 

0,2114 5,70 

0,2132 6,60 

0,1988 -0,60 
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Таблица 3.11. 

Оценка правильности и прецизионности методики определения СК  

в среде RS методом ВЭЖХ 

Концентрация 

СК в модельной 

смеси, % 

Определено  

СК, % 
 

(n = 6) 

SD RSD,% ε,% 

1 2 3 4 5 6 

0,0001 0,00009 0,000095 0,000015 14,78 -10,00 

0,00009 -10,00 

0,00011 10,00 

0,00011 10,00 

0,00008 -20,00 

0,00008 -20,00 

0,0003 0,00028 0,000293 0,0000251 8,56 -6,67 

 0,00030    0,00 

 0,00032    6,67 

 0,00026    -13,33 

 0,00027    -10,00 

 0,00033    10,00 

0,1 0,1027 0,0985 0,0089883 9,12 2,70 

 0,1093    9,30 

 0,0869    -13,10 

 0,0931    -6,90 

 0,1092    9,20 

 0,0900    -10,00 

0,2 0,2033 0,201 0,0142 7,06 1,65 

 0,2167    8,35 

 0,2034    1,70 

 0,1917    -4,15 

 0,2087    4,35 

 0,1842    -7,90 

 

Полученные значения RSD не превышают 15%, допустимых для 

биоаналитических методик, что свидетельствует об отсутствии значимых 

систематических ошибок в результатах анализа АСК и СК в среде RS [132, 

133]. 

Таким образом, разработанная методика является специфичной для 

определения содержания АСК в постферментационных средах родококков, 

характеризуется выраженной правильностью и прецизионностью, что 

позволяет использовать ее для достоверной оценки остаточного содержания 

АСК в процессе биодеструкции [42, 58]. 
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3.4. Определение остаточного содержания ацетилсалициловой 

кислоты в процессе биодеструкции 

Разработанную методику использовали для определения остаточного 

содержания АСК в процессе биодеструкции. Поскольку МПК АСК в 

отношении клеток R. jostii ИЭГМ 60 равна 500 мг/л, то максимальная 

начальная концентрация АСК в культуральных средах родококков может 

составлять не более 0,05%. Поэтому для процесса биодеструкции в ряде 

предварительных экспериментов использовали нативную АСК в 

концентрации 0,01 – 0,05% (100 – 500 мг/л). Как видно из табл. 3.12, 

продолжительность процесса биодеструкции АСК при начальной 

концентрации исходного субстрата 0,01–0,04 % соответствует 4 сут.  

Таблица 3.12. 

Динамика изменения содержания АСК (0,01 – 0,04 %) в виде 

фармацевтической субстанции в процессе биодеструкции клетками  

R. jostii ИЭГМ 60 

 

Начальная 

концентрация АСК, 

мг/л 

Экспозиция, сут 

0 1 2 3 4 

Определено АСК*, % 

400 100,00 47,02 5,58 0,17 0 

300 100,00 45,98 4,38 0,09 0 

100 100,00 35,48 3,18 0,03 0 

*Начальная концентрация АСК принята за 100%.  

При концентрации АСК 0,05 % процесс биодеструкции не происходит 

вследствие подавления жизнедеятельности клеток, что объяснятся низким 

значением рН (менее 5,0) постферментационной среды родококков. В связи с 

этим для увеличения концентрации исходного субстрата до 0,25 %, что 

соответствует средней терапевтической дозе АСК в лекарственных формах 

(250 мг), в дальнейших опытах АСК переводили в салицилат натрия 

добавлением эквивалентного количества гидрокарбоната натрия (0,24 г). При 

этом значение рН постферментационной среды увеличилось с 5,0 до 6,9. 

Последнее, по нашим данным, является оптимальным для жизнедеятельности 

используемых бактериальных клеток. Продолжительность процесса 
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биодеструкции АСК в виде фармацевтической субстанции в связи с 

увеличением концентрации исходного субстрата с 0,05 % до 0,25 % 

увеличилась с 4 до 11 сут (табл. 3.13). Следует отметить, что 

продолжительность процесса биодеструкции АСК (0,25 %) в виде таблеток 

оказалась почти в 2 раза меньше (6 сут), чем фармацевтической субстанции 

(табл. 3.13). 

Таблица 3.13. 

Динамика изменения содержания АСК (0,25 %) в виде 

фармацевтической субстанции и таблеток в процессе биодеструкции 

клетками R. jostii ИЭГМ 60 

 

 

Объект анализа 

Экспозиция, сутки 

0 3 4 5 6 7 9 10 11 

Определено АСК*, % 

АСК 100 ** ** ** ** 38,59 2,01 0,72 0 

АСК+ПВП 100 ** ** 22,43 4,01 2,18 0 *** *** 

АСК таблетки 100 37,46 12,03 2,12 0 *** *** *** *** 

*Начальная концентрация АСК принята за 100%; **– остаточная 

концентрация АСК на данном этапе процесса биодеструкции не 

исследовалась;***– процесс завершен.  

 

Ранее проведенные исследования показали, что вспомогательные 

вещества таблеток могут выступать в качестве косубстратов и 

интенсифицировать процесс биодеструкции лекарственных средств, 

парацетамола, в частности [10, 33]. При исследовании влияния 

вспомогательных веществ на процесс биодеструкции АСК (0,25 %) 

установлено, что внесение в среду культивирования родококков крахмала, 

стеариновой кислоты, лактозы и талька не приводит к изменению 

продолжительности процесса. Однако, дополнительное внесение в ростовую 

среду ПВП приводит на 9-е сут к полной деградации АСК клетками R. jostii 

ИЭГМ 60. Следовательно, ПВП в данном случае выступает в качестве 

дополнительного источника питания для бактериальных клеток. Именно 
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присутствие ПВП в модельной смеси вспомогательных веществ таблеток 

сокращает процесс биодеструкции АСК в виде фармацевтической 

субстанции с 11 до 9 сут, а в таблетированной лекарственной форме – до 6 

сут (табл. 3.13). Следует отметить, что значение рН культуральной среды 

родококков остается в пределах от 6,5 до 7,2 (среднее из трех определений) 

на протяжении всего процесса биодеструкции АСК в присутствии 

вспомогательных веществ таблеток. 

3.5. Математическое моделирование процесса биодеструкции 

ацетилсалициловой кислоты 

Для сравнительного анализа скорости биодеструкции АСК 

использовали кинетическое уравнение первого порядка dx/dt = – k x с 

начальным условием x0 = 100% при t = 0, которое адекватно описывает 

динамику изменения концентрации x лекарственных средств (дротаверина 

гидрохлорида, парацетамола, кодеина фосфата и др.) [22, 29, 96].Значения 

параметра скорости биодеструкции k определяли с применением метода 

наименьших квадратов по данным табл. 3.12, 3.13. Помимо этого, согласно 

выражению t1/2 = ln(2)/k определяли период полураспада АСК в процессе 

биодеструкции. Результаты кинетического моделирования представлены в 

табл. 3.14. 

Таблица 3.14. 

Параметр скорости биодеструкции и период полураспада 

АСК (0,01 – 0,25%) 

 
Варианты 

опыта 

Фармацевтическая субстанция АСК 

 

АСК 

+ПВП 

Таблетка 

АСК 

Начальная 

концентрация 

АСК, % 

 

0,01 

 

0,03 

 

0,04 

 

0,25 

 

0,25 

 

0,25 

Параметр скорости 

k, сутки
-1 

 

1,8214 

 

1,5596 

 

1,4411 

 

0,6917 

 

0,7713 

 

0,8346 

Период полураспада 

t1/2, сутки 

 

0,38 

 

0,44 

 

0,48 

 

1,00 

 

0,90 

 

0,83 

Номер кривой на рис. 

3.5 

 

1 

 

2 

 

3 

 

6 

 

5 

 

4 
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Как следует из данных табл. 3.14, при увеличении начальных 

концентраций АСК с 0,01 до 0,04 % значения параметра k скорости процесса 

биодеструкции уменьшились с 1,8214 до 1,4411 сут
-1

. Соответственно период 

полураспада t1/2 увеличился с 0,38 до 0,48 сут. Увеличение начальной 

концентрации АСК в виде фармацевтической субстанции до 0,25 % привело 

к уменьшению параметра скорости в 2 раза с соответствующим увеличением 

периода полураспада. Добавка ПВП в среду культивирования родококков 

привела к увеличению параметра скорости с 0,6917 до 0,7713 сут
-1

 при 

уменьшении периода полураспада АСК на 10 %. Использование АСК (0,25%) 

в таблетированной лекарственной форме увеличило параметр скорости до 

0,8346 сут
-1

 и уменьшило период полураспада на 17 % по сравнению с 

фармацевтической субстанцией [62]. 

Кинетические кривые, характеризующие изменение остаточной 

концентрации АСК в постферментационных средах родококков, образуют 

две отдельные группы, характерные для малых (0,01 – 0,04 %) и больших 

(0,25 %) начальных концентраций АСК (рис. 3.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.5. Кинетические кривые изменения концентрации АСК в 

процессе биодеструкции (нумерация кривых соответствует вариантам опыта 

в табл. 3.13). 

Каждая группа кривых хорошо соответствует полученным 

экспериментальным данным (табл. 3.13, 3.14). 



64 
 

 

Следует отметить, что идея кинетического моделирования 

экспериментальных реализаций процессов биологической деструкции ЛС, 

которые относятся к нестационарным случайным процессам, получила 

развитие в работе [65]. В данной работе кинетически моделируемый процесс 

биодеструкции ЛС представлен обыкновенной функцией системы случайных 

величин, являющихся параметрами кинетических уравнений в 

экспериментальных реализациях. Дело в том, что при одинаковых, казалось 

бы, условиях эксперимента реализации процесса биодеструкции одного и 

того же вещества отличаются друг от друга, то есть процесс биологической 

деструкции ЛС носит случайный характер. При гипотезе о нормальном 

законе распределения системы случайных величин приведена и доказана 

лемма, следствия из которой позволяют определить аналитические 

выражения для числовых характеристик случайного процесса и его скорости. 

Разработанная методика вероятностного анализа применима для процессов 

биодеструкции ЛС в экспериментах на повторяемость, что особенно важно с 

учетом их продолжительности и трудоемкости. 

Выводы по главе 3 

1. Установлено, что активным штаммом-биодеструктором АСК 

является R. jostii ИЭГМ 60, способный к биодеструкции АСК в качестве 

единственного источника углерода и энергии. 

2. Разработана методика количественного определения АСК в 

постферментационных средах родококков методом обращенно-фазовой 

высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

3. Процедурой валидации подтверждена селективность, линейность, 

прецизионность и правильность разработанной методики и ее пригодность 

для определения остаточного содержания АСК в процессе биодеструкции. 

4. С использованием математического моделирования установлено 

влияние начальной концентрации АСК и вспомогательных веществ таблеток 

на продолжительность, скорость процесса биодеструкции и период 

полураспада АСК. 
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Глава 4. ИССЛЕДОВАНИЕ ХИМИЧЕСКОГО СОСТАВА 

ПРОДУКТОВ БИОДЕСТРУКЦИИ АЦЕТИЛСАЛИЦИЛОВОЙ 

КИСЛОТЫ МЕТОДАМИ ТСХ И ВЭЖХ/МС 

В данной главе представлены результаты исследования химического 

состава и количественного содержания продуктов бактериальной деструкции 

ацетилсалициловой кислоты, а также пути биодеструкции данного вещества 

клетками R. jostii ИЭГМ 60. Разработан лабораторный регламент получения 

продуктов бактериальной деструкции ацетилсалициловой кислоты, 

содержащих фумаровую кислоту, с использованием автоматизированной 

ферментационной установки. 

4.1. Исследование химического состава продуктов биодеструкции 

ацетилсалициловой кислоты методом ТСХ 

Исследование химического состава продуктов биодеструкции АСК 

методом ТСХ подразумевало выбор условий хроматографирования, при 

которых происходит наиболее эффективное разделение АСК и ее 

метаболитов, связанное с оптимизацией значений Rf и селективности. 

Известно, что при рассмотрении селективности хроматографической 

системы по отношению к анализируемой смеси учитываются как свойства 

сорбента (неподвижной фазы), так и растворителя (подвижной фазы) [66, 69, 

70, 95]. При условии постоянства состава сорбата и сорбента удерживание 

веществ будет зависеть только от параметров подвижной фазы, поэтому в 

данном случае поиск оптимальной хроматографической системы заключался 

в определении оптимального элюента. 

4.1.1. Выбор оптимального состава подвижной фазы 

В качестве компонентов подвижной фазы использовали этанол, 

метанол, этилацетат, ацетон, хлороформ, ледяную уксусную кислоту в 

различных соотношениях. Данные компоненты зачастую присутствуют в 

составе подвижных фаз, используемых для разделения органических кислот 

[6, 66, 70, 95]. Спирты большей молекулярной массы по сравнению с 
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метанолом и этанолом в хроматографии используются редко из-за их 

высокой вязкости, которая затрудняет подъем элюента по слою сорбента за 

счет капиллярных сил. Кроме того, при использовании спиртов, отличных от 

метанола и этанола, диффузия веществ в подвижной фазе может быть 

затруднена, что окажет дополнительное негативное влияние на 

эффективность разделения компонентов смеси [1, 66, 69, 70, 95]. Ледяная 

уксусная кислота была рассмотрена нами с целью увеличения селективности 

и эффективности хроматографической системы. Выбор ледяной уксусной 

кислоты был сделан в связи с ее способностью придавать элюирующей 

системе кислотные свойства. При этом уменьшается полярность системы, 

вследствие чего уменьшается ионизация изучаемых соединений, что 

способствует образованию более компактных пятен на хроматограмме.

 Однокомпонентные подвижные фазы на примере этилацетата и этанола 

показали незначительную разделяющую способность и 

неудовлетворительную сходимость параметров удерживания аналитов, 

поэтому все дальнейшие исследования проводились в двух- и 

трехкомпонентных системах. 

В работе использовали 0,25 % раствор АСК в виде салицилата натрия, 

полученный при взаимодействии АСК с эквивалентным количеством 

гидрокарбоната натрия. Значение рН полученного раствора составляло 6,7 . В 

качестве возможных продуктов биодеструкции АСК были исследованы 

пирокатехин, гидрохинон, цис, цис-муконовая, гентизиновая и фумаровая 

кислоты в виде 0,01 % этанольных растворов. 

Для разделения АСК и возможных продуктов ее биодеструкции 

апробировали 5 составов подвижных фаз: 

1) хлороформ – этанол 96% (80:20); 

2) этилацетат – этанол 96% – ледяная уксусная кислота (80:80:5); 

3) хлороформ – ацетон – этанол 96% (15:15:10); 

4) этанол 96% – хлороформ – ледяная уксусная кислота (15:10:0,5); 

5) хлороформ – ацетон (50:50). 
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Детектирование осуществляли в УФ свете при длине волны 254 нм. 

Значения Rf исследуемых веществ представлены в табл. 4.1. 

Таблица 4.1. 

Значения Rf АСК и ее возможных метаболитов в системах 1-5 
 

Исследуемые вещества 
Системы растворителей 

1 2 3 4 5 

АСК 0,25 0,68 0,58 0,76 0,50 

Пирокатехин 0,66 0,81 0,75 0,82 0,53 

Гидрохинон 0,58 0,75 0,81 0,86 0,55 

Цис, цис-муконовая кислота 0,44 0,51 − 0,80 0,18 

Гентизиновая кислота 0,26 0,63 0,60 0,77 0,50 

Фумаровая кислота 0,46 0,56 − 0,81 − 

Примечание: каждое значение Rf – среднее из 3 определений; «–» зона 

вещества не обнаружена. 

 

В результате изучения параметров удерживания АСК и возможных 

продуктов ее биодеструкции (табл. 4.1) в качестве оптимальной была 

выбрана система (2) этилацетат – этанол 96% – ледяная уксусная кислота 

(80:80:5), эффективно разделяющая исследуемые вещества и позволяющая 

получать коэффициенты удерживания в оптимальном диапазоне. 

4.1.2. Определение оптимального способа детектирования и 

пределов обнаружения исследуемых веществ 

При определении оптимального способа детектирования АСК и 

возможных продуктов ее биодеструкции использовали физический метод – 

облучение пластин УФ светом при длине волны 254 нм, а также химический 

метод обнаружения аналитов раствором хлорида железа (III) и парами йода. 

Для оценки чувствительности способа обнаружения веществ 

устанавливали минимальное количество АСК и возможных продуктов ее 

биодеструкции (пирокатехина, гидрохинона, цис, цис - муконовой, 

гентизиновой и фумаровой кислот) в пятне, которое визуально 

обнаруживалось на пластине. Предел обнаружения исследуемых веществ 

определяли, используя их этанольные растворы (0,0025 – 0,325 %) в 
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количестве 10 мкл. При этом готовили серии разведений веществ в 

концентрациях 0,325 %, 0,162 %, 0,081 %, 0,040 %, 0,020 %, 0,010 %, 0,005 % 

и 0,0025 %. На линию старта наносили постепенно убывающее количество 

каждого из веществ и хроматографировали в системе растворителей 

этилацетат – этанол 96% – ледяная уксусная кислота (80:80:5). Далее 

пластины просматривали в УФ свете либо обрабатывали цветореагентом. 

Результаты исследования способов детектирования и пределов 

обнаружения веществ представлены в табл. 4.2. 

Таблица 4.2. 

Пределы обнаружения АСК и возможных продуктов ее 

биодеструкции при различных способах детектирования 

Исследуемые вещества 

Детектор 

УФ свет FeCl3 Пары йода 

Предел обнаружения (мкг) 

АСК 1,0 2,0 3,0 

Пирокатехин 1,0 2,0 1,5 

Гидрохинон 2,0 3,0 2,5 

Цис, цис-муконовая 

кислота 
1,0 − − 

Гентизиновая кислота 0,5 2,5 3,0 

Фумаровая кислота 1,0 − − 

Примечание: «–» зона вещества не обнаружена. 
 

Как видно из табл. 4.2, наиболее чувствительным детектором АСК и 

продуктов ее биодеструкции является УФ свет при длине волны 254 нм. 

Цветореагенты менее чувствительны в отношении исследуемых веществ по 

сравнению с УФ светом. 

Для оценки повторяемости результатов параллельных определений 

хроматографическую подвижность АСК и продуктов ее биодеструкции 

изучали в трехкратной повторности в выбранной системе растворителей. 

Результаты считали сходимыми (repeatability) при условии: 

│X1– Xn│<L(P, m)×S [132]. 
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Таблица 4.3. 

Оценка повторяемости результатов параллельных определений 

коэффициентов подвижности АСК и продуктов ее биодеструкции 
 

 

Исследуемые вещества 

Метрологические характеристики (n=3, P =95%, L=3,31) 

X1 X2 X3 Xср S L*S 

АСК 0,68 0,68 0,69 0,6833 0,0057 0,01911 

Пирокатехин 0,81 0,79 0,81 0,8033 0,0115 0,03822 

Цис,цис-муконовая 

кислота 
0,51 0,49 0,50 0,50 

0,0100 

 

0,03310 

 

Гидрохинон 0,75 0,74 0,76 0,75 0,0100 0,03310 

Гентизиновая кислота 0,62 0,64 0,63 0,63 0,0100 0,03310 

Фумаровая кислота 0,56 0,57 0,55 0,56 0,0100 0,03310 

Примечание: Хi – экспериментально полученное значение Rf, Xср – 

среднее значение, S – стандартное отклонение, L – фактор, вычисленный по 

Пирсону L(P, m) при Р = 95 % [124]. 

Данные табл. 4.3 свидетельствуют о повторяемости (сходимости) 

измерений коэффициентов подвижности АСК и возможных продуктов ее 

биодеструкции. 

Разработанная методика была использована для динамического 

детектирования АСК и ее метаболитов в постферментационных средах 

родококков в процессе биодеструкции АСК. 

4.1.3. Динамическое детектирование ацетилсалициловой кислоты и 

ее метаболитов в процессе биодеструкции методом ТСХ 

Для динамического детектирования АСК и ее метаболитов 

использовали постферментационные среды родококков, отобранные на 

разных этапах процесса биодеструкции АСК. Начальная концентрация АСК 

составляла 0,25 %. Процесс биодеструкции проводили в разных условиях, 

отличающихся значениями рН (6,0 и 6,9) и продолжительностью, 

соответственно 22 сут и 11 сут. Данные условия соответствует полученным 

ранее экспериментальным данным (глава 3, раздел 3.4), свидетельствующим 
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о том, что значение рН постферментационной среды, равное 6,7 – 6,9, 

является оптимальным для жизнедеятельности бактериальных клеток, в 

отличие от рН 6,0, которое близко к губительной для клеток кислой среде. 

Методика хроматографирования. На поле хроматограммы, 

разделѐнное на семь равных секторов, на линию старта с помощью 

микрошприца наносили 10 мкл постферментационной среды родококков, 

содержащей АСК и ее метаболиты, а также 0,01 % стандартные растворы 

АСК, пирокатехина, гидрохинона, цис, цис - муконовой, гентизиновой и 

фумаровой кислот в среде RS. Пластины помещали в хроматографические 

камеры и проводили хроматографирование восходящим способом в системе 

растворителей этилацетат – этанол 96% – ледяная уксусная кислота (80:80:5). 

Детектирование веществ проводили в УФ свете при длине волны 254 нм. 

Хроматографические характеристики АСК и ее метаболитов в 

постферментационных средах родококков в процессе биодеструкции АСК 

представлены в табл. 4.4. и 4.5. 

Таблица 4.4. 

Хроматографические характеристики АСК и ее метаболитов в 

постферментационной среде в процессе биодеструкции при рН 6,0 

 

Время, 

сутки 

Значение Rf обнаруженного вещества 

АСК Пирокатехин Цис,цис-муконовая 

кислота 

1 0,68±0,01 − − 

2 0,68±0,01 − − 

3 0,69±0,01 − − 

8 0,68±0,01 0,80±0,02 − 

9 0,68±0,01 0,81±0,01 − 

10 0,67±0,01 0,80±0,02 − 

13 0,68±0,01 0,80±0,01 0,51±0,02 

14 0,69±0,01 0,81±0,01 0,49±0,01 

15 0,68±0,01 0,80±0,01 0,51±0,02 

16 0,69±0,01 0,79±0,01 0,50±0,03 

20 − 0,80±0,02 − 

 

Примечание: каждое значение Rf – среднее из 3 определений; «–» зона 

вещества не обнаружена. 
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Как видно из табл. 4.4, промежуточный продукт разложения АСК − 

пирокатехин обнаруживается в постферментационной среде на 8-е сут. 

Цис,цис-муконовая кислота начинает детектироваться на 13-е сут, что 

свидетельствует о раскрытии ароматического кольца АСК. На 20-е сут в 

культуральной жидкости не обнаруживаются исходный субстрат АСК и 

цис,цис-муконовая кислота, но детектируется пирокатехин. На 21-е сут не 

обнаруживаются оба продукта разложения АСК − пирокатехин и муконовая 

кислота, что свидетельствует об их дальнейшем разложении. Гидрохинон в 

культуральной жидкости не обнаружен. В абиотическом контроле на 

протяжении всего эксперимента детектируется исходный субстрат АСК, его 

метаболиты отсутствуют [20, 57, 59]. 

Хроматографические характеристики АСК и ее метаболитов в процессе 

биодеструкции АСК при рН 6,9 показывают, что в постферментационной 

среде в качестве промежуточного продукта присутствует гентизиновая 

кислота, на конечном этапе – фумаровая кислота (табл. 4.5).  

Таблица 4.5. 

Хроматографические характеристики АСК и ее метаболитов в 

постферментационной среде в процессе биодеструкции при рН 6,9 

 

Время, 

сутки 

Значение Rf обнаруженного вещества 

АСК Гентизиновая 

кислота 

Фумаровая кислота 

1 0,68±0,01 − − 

2 0,68±0,01 0,63±0,01 − 

3 0,69±0,01 0,64±0,01 − 

8 0,68±0,01 0,64±0,01 0,55±0,01 

9 0,68±0,01 0,63±0,01 0,57±0,01 

11 − − 0,56±0,01 

Примечание: каждое значение Rf – среднее из 3 определений; «–» зона 

вещества не обнаружена. 

 

Присутствие в постферментационной среде различных метаболитов 

при разных условиях проведения процесса биодеструкции АСК 

свидетельствует о возможности двух метаболических путей разложения 
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АСК, что согласуется с данными других авторов о путях метаболизма АСК 

бактериями Pseudomonas aeruginosa и грибами Fusarium graminearum [97, 

114]. 

 4.2. Определение содержания фумаровой кислоты в составе 

продуктов биодеструкции ацетилсалициловой кислоты методом 

ВЭЖХ/МС 

Наряду с плоскостной хроматографией для исследования химического 

состава продуктов биодеструкции АСК использовали метод тандемной 

жидкостной хроматомасс-спектрометрии, позволяющий проводить 

количественное определение образующихся метаболитов. В качестве 

объектов исследования использовали постферментационные среды 

родококков, полученные в процессе биодеструкции АСК при pH 6,9, то есть 

в оптимальных условиях, способствующих сокращению продолжительности 

процесса. Как показано нами выше (4.1.3.), в данных условиях процесс 

биодеструкции АСК протекает по пути образования гентизиновой и 

фумаровой кислот.  

Количественный анализ фумаровой кислоты, образующейся в конце 

процесса биодеструкции АСК, методом ВЭЖХ/МС в постферментационных 

средах родококков проводили в следующих подобранных нами условиях: 

– хроматографическая колонка: Luna 5u 100C18 150×2 mm; 

– подвижная фаза: 0,1 % раствор муравьиной  кислоты: ацетонитрил 

(80:20); 

– скорость потока элюента 0,4 мл; 

– температура термостата 40°С. 

Детектирование фумаровой кислоты проводили в режиме SIM 

(селективного ионного мониторинга) по депротонированному 

молекулярному иону 115.  
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В данных условиях время удерживания фумаровой кислоты при 

анализе стандартного водного раствора фумаровой кислоты (400 нг/мл) 

составило 1,25 мин (рис. 4.1). 

 

 

 

Рис. 4.1. Хроматограмма стандартного водного раствора 

фумаровой кислоты (400 нг/мл). 

 

На хроматограмме образца постферментационной среды родококков в 

данных условиях обнаруживался пик со временем удерживания, 

соответствующим времени удерживания фумаровой кислоты (рис. 4.2). 

 

Рис. 4.2. Хроматограмма образца постферментационной среды 

родококков на 8-е сут процесса биодеструкции АСК (0,25 %). 

Для подтверждения идентичности данных пиков были сняты масс-

спектры второго порядка. В обоих случаях в масс-спектре присутствовали 

ионы 115 (молекулярный депротонированный) и фрагментные ионы с 

массами 71 и 69 (рис. 4.3, 4.4). Концентрация фумаровой кислоты в 

постферментационной среде родококков на 8-е сут процесса биодеструкции 

АСК (0,25 %) составила 6,6 мкг/мл. 
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Рис. 4.3. Вторичный масс-спектр фумаровой кислоты (стандартный 

раствор). 

 

Рис. 4.4. Вторичный масс-спектр пика со временем удерживания 

1,25 мин в образце культуральной жидкости родококков на 8-е сут 

процесса биодеструкции АСК (0,25 %). 

 

Таким образом, методом тандемной жидкостной хроматомасс-

спектрометрии установлено, что в процессе биодеструкции АСК клетками R. 

jostii ИЭГМ 60 образуется фумаровая кислота. 

4.3. Пути метаболизма ацетилсалициловой кислоты клетками R. 

jostii ИЭГМ 60 

На основании полученных экспериментальных данных схему процесса 

биодеструкции АСК клетками R. jostii ИЭГМ 60 можно представить в 

следующем виде (рис. 4.5): 
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Рис. 4.5. Схема процесса биодеструкции АСК клетками R. jostii 

ИЭГМ 60. 

1−ацетилсалициловая кислота, 2−салициловая кислота, 3−пирокатехин, 

4−гентизиновая кислота, 5−цис, цис-муконовая кислота, 6−фумарилпируват, 

7−фумаровая кислота, 8−пировиноградная кислота. 

Как видно из рис. 4.5, биодеструкция АСК клетками R. jostii ИЭГМ 60 

происходит по двум метаболическим путям. Первый путь протекает через 

декарбоксилирование салициловой кислоты (2) с образованием пирокатехина 

(3) и дальнейшей трансформацией его в цис, цис-муконовую кислоту (5). 
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Второй путь протекает через гидроксилирование салициловой кислоты 

(2) в 5-е положение ароматического цикла с образованием гентизиновой 

кислоты (4), ароматическое кольцо которой расщепляется на следующем 

этапе до фумарилпировиноградной кислоты (6), превращающейся далее в 

фумаровую (7) и пировиноградную кислоты (8). 

Известно, что обозначенные выше конечные продукты обоих путей 

биотрансформации АСК утилизируются в цикле Кребса с выделением 

углекислого газа и воды [88]. 

Возможность биодеструкции салицилатов по пути гентизиновой 

кислоты показал M. Civilini et al. [97]. Так, при разложении салицилатов 

Pseudomonas aeruginosa 2NR продуцирует интермедиаты орто-катехинового 

пути и гентизиновую кислоту (рис. 1.6). Способность накапливать и 

разлагать гентизиновую кислоту показывает, что Pseudomonas aeruginosa 

2NR разлагает салицилаты по нескольким метаболическим путям. Очевидно, 

и родококки метаболизируют салицилаты в зависимости от условий либо по 

пути образования пирокатехина, либо по пути образования гентизиновой 

кислоты, которая далее превращается в пировиноградную и фумаровую 

кислоты.  

4.4. Разработка технологической документации для получения 

фумаровой кислоты из ацетилсалициловой кислоты 

микробиологическим способом 

Для масштабирования процесса получения фумаровой кислоты из 

ацетилсалициловой кислоты микробиологическим способом необходима 

разработка технологической документации. В связи с этим разработана 

технологическая схема получения фумаровой кислоты, а также 

лабораторный регламент с использованием ферментационной установки 

«BioFlo/CelliGen 115, Eppendorf» (рис. 4.6) с загрузкой, в 20 раз 

превышающей таковую при выполнении эксперимента (приложение 1). 
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Рис. 4.6. Лабораторная ферментационная установка 

«BioFlo/CelliGen 115, Eppendorf» 

 

Результаты определения остаточного содержания АСК в процессе 

биодеструкции на автоматизированной ферментационной установке 

представлены в табл. 4.6. 

Таблица 4.6. 

Динамика изменения содержания АСК  

в процессе биодеструкции клетками R. jostii ИЭГМ 60 

на установке «BioFlo/CelliGen 115, Eppendorf» 

 

 

Объект анализа 

Экспозиция, сутки 

0 1 3 5 7 9 10 12 15 

Определено АСК*, % 

АСК 100 ** ** 90,32 ** ** 40,72 4,98 0 

*Начальная концентрация АСК принята за 100%; **– остаточная 

концентрация АСК на данном этапе процесса биодеструкции не 

исследовалась.  

 

Время полной биодеструкции АСК на установке «BioFlo/CelliGen 115, 

Eppendorf» составляет 15 сут (табл. 4.6). Фумаровая кислота детектируется в 

постферментационной среде родококков на 10-е, 12-е и 15-е сутки. 

. 



78 
 

 

Выводы по главе 4 

1. Показано, что процесс биодеструкции ацетилсалициловой кислоты 

клетками R. jostii ИЭГМ 60 может происходить по двум метаболическим 

путям, один из которых приводит к образованию гентизиновой кислоты, 

превращающейся на конечных этапах в фумаровую кислоту. Концентрация 

фумаровой кислоты на 8-е сут процесса биодеструкции составляет 6,6 

мкг/мл. 

2. Предложена схема процесса биодеструкции ацетилсалициловой 

кислоты клетками R. jostii ИЭГМ 60. 

3. Разработан лабораторный регламент получения продуктов 

бактериальной деструкции ацетилсалициловой кислоты, содержащих 

фумаровую кислоту. Технологическая документация реализована при 

проведении процесса биодеструкции ацетилсалициловой кислоты на 

автоматизированной ферментационной установке. 
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Глава 5. ИССЛЕДОВАНИЕ ТОКСИЧЕСКИХ СВОЙСТВ И 

БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ ПРОДУКТОВ БИОДЕСТРУКЦИИ 

АЦЕТИЛСАЛИЦИЛОВОЙ КИСЛОТЫ 

В данной главе представлены результаты исследования острой 

токсичности, фитотоксичности, антиоксидантной активности и 

фитостимулирующего действия продуктов биодеструкции 

ацетилсалициловой кислоты в лабораторных условиях и в условиях полевого 

эксперимента. 

5.1. Токсические свойства продуктов биодеструкции 

ацетилсалициловой кислоты 

5.1.1. Острая токсичность 

Исследование острой токсичности продуктов биодеструкции АСК 

показало, что средняя летальная доза ЛД50 продуктов биодеструкции АСК 

составила 2580,0 мг/кг, что соответствует 3 классу токсичности (умеренно 

токсичные вещества) [52]. Средняя летальная доза АСК (контроль) равна 

1410,0 мг/кг [25]. Для получения доверительных границ умножали разность 

значений 1410–1200 = 210 и 1700–1410 = 290 на 2,36 (t-критерий Стьюдента 

при уровне значимости α = 0,05 и числе степеней свободы n–1 = 7). 

Полученные результаты (495,6 и 684,4) относили к математическому 

ожиданию (2580) и получали доверительные границы с вероятностью 95 % 

(914,4÷2094,4).  

Таким образом, острая токсичность продуктов биодеструкции АСК 

(ЛД50=2580,0 мг/кг) почти в 2 раза меньше, чем АСК (ЛД50=1410,0 мг/кг)[55]. 

5.1.2. Класс опасности для окружающей природной среды 

Установленное значение ЛД50 продуктов биодеструкции АСК 

использовали для расчета их класса опасности для окружающей природной 

среды (ОПС) [38]. Расчет проводили следующим образом: 

1. ЛД50 = 2580 мг/кг в диапазоне от 151 до 5000 мг/кг – 3 балла. 

2. Показатель информационного обеспечения (n/N = 1/12) – 1 балл.  
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3. Относительный параметр опасности компонента отхода для ОПС:  

Xi = (3+1) / 2 = 2. 

4. Значение Zi= 4×Xi/3 – 1/3 = 4×2/3 – 1/3 ≈ 2,33. 

5. Поскольку 2 <Zi<4, то степень опасности отхода для ОПС:  

Wi= 10
Zi

 = 10
2,33

 ≈ 215,44. 

6. Показатель опасности отхода: Ki =Ci / Wi= 2500/ 215,44 = 11,6. 

Следовательно, в концентрации 2500 мг/кг продукты бактериальной 

деструкции ацетилсалициловой кислоты относятся к IV классу опасности, то 

есть являются мало опасными для окружающей природной среды [60]. 

5.1.3. Фитотоксичность 

Исследование фитотоксичности ПБ АСК, полученных на завершающем 

этапе процесса и содержащих фумаровую кислоту в концентрации 0,0006%, 

показало, что данные продукты не оказывают токсических эффектов на тест-

культуру – семена овса посевного (табл. 5.1, рис. 5.1 б). 

Таблица 5.1 

Длина корней проростков семян овса посевного 

 

Вносимый агент 

 

Средняя длина корней, мм 

Значения статистического 

критерия 

Вода очищенная 33±2,0     – 

Раствор АСК 0,25 %  

в среде RS 

20±3,0 t   = 3,61 

tкр= 2,01 

ПБ АСК 38±2,9 t    = 0,40 

tкр= 2,01 
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Рис. 5.1. Зависимость средней длины корней проростков семян овса 

посевного от вносимого агента: а – контроль вода, б – ПБ АСК, в – раствор 

АСК 0,25 % 

Следует отметить, что исходный субстрат (АСК 0,25 %) оказывает 

угнетающее действие на тест-культуру (табл. 5.1 , рис. 5.1 в). 

5.2. Антиоксидантная активность 

Антиоксидантную активность ПБ АСК устанавливали 

фотометрическим методом с использованием раствора ДФПГ
●
 радикала 

[100]. В качестве эталона сравнения применяли аскорбиновую кислоту. 
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Рис. 5.2. Зависимость оптической плотности раствора ДФПГ
●
 от 

концентрации аскорбиновой кислоты (1) и ПБ АСК (2). 

 

Уравнения линейной регрессии, установленные по значениям 

оптической плотности для различных концентраций ПБ АСК и аскорбиновой 

кислоты, позволили определить антиоксидантную активность ПБ АСК (рис. 

5.2). Так, отношение угловых коэффициентов прямых 1 и 2, представленных 

на рис. 5.2, равняется 0,0023. Следовательно, 1 г ПБ АСК эквивалентен 

0,0023 г аскорбиновой кислоты. 

Таким образом, ПБ АСК проявляют слабую антиоксидантную 

активность по сравнению с аскорбиновой кислотой. 
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5.3. Исследование фитостимулирующего действия продуктов 

биодеструкции ацетилсалициловой кислоты в лабораторных условиях 

Как показано нами ранее при исследовании фитотоксичности ПБ АСК, 

данные продукты не только не оказывают токсических эффектов на тест-

культуру, но и стимулируют рост корней проростков семян овса посевного 

(табл. 5.1, рис. 5.1 б). Поскольку в составе ПБ АСК присутствует фумаровая 

кислота, то представляло интерес исследовать влияние концентрации 

данного вещества на фитоэффект в условиях лабораторного эксперимента. 

Зависимость средней длины корней проростков семян овса посевного от 

концентрации фумаровой кислоты представлена на рис. 5.3. 

 

 

Рис. 5.3. Зависимость средней длины корней проростков семян овса 

посевного от концентрации фумаровой кислоты 

Как видно из рис. 5.3, фумаровая кислота в концентрации 0,015% 

оказывает фитостимулирующий эффект, а в концентрации 0,05% – 

угнетающий эффект в отношении тест-культуры – семян овса посевного. При 
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концентрации фумаровой кислоты 0,0005% фитоэффект наблюдается на 

уровне контроля с водой. 

Таким образом, фумаровая кислота проявляет фиторегулирующие 

свойства в зависимости от концентрации. Фитостимулирующий эффект ПБ 

АСК зависит от концентрации фумаровой кислоты в их составе [61]. 

5.4. Исследование фитостимулирующего действия продуктов 

биодеструкции ацетилсалициловой кислоты на зверобой 

продырявленный в условиях полевого эксперимента 

Следующий этап исследований был посвящен изучению 

фитостимулирующего действия продуктов биодеструкции АСК в отношении 

лекарственного растения – зверобоя продырявленного на базе Ботанического 

сада им. А.Г. Генгеля Пермского государственного национального 

исследовательского университета (Пермь). Для увеличения концентрации 

фумаровой кислоты в составе ПБ АСК с 0,0006% до 0,015% необходимо 

было сконцентрировать постферментационную среду родококков в 30 раз. 

Однако при этом следует ожидать 30-кратного увеличения концентрации 

минеральных солей, входящих в ее состав, что могло негативно отразиться на 

росте растений. В связи с этим семена и растущую траву зверобоя 

продырявленного обрабатывали ПБ АСК без предварительного 

концентрирования культуральных жидкостей родококков. В качестве 

контролей использовали воду и раствор фумаровой кислоты 0,015%. В 

качестве критерия оценки влияния ПБ АСК на зверобой продырявленной 

использовали количественный показатель – содержание флавоноидов в 

траве, собранной с обработанных и не обработанных ПБ АСК растений. 

Как видно из рис. 5.4, ПБ АСК оказывают положительный эффект на 

динамику накопления флавоноидов в траве зверобоя продырявленного. 

Однако величина эффекта относительно невелика из-за низкого содержания в 

их составе фумаровой кислоты (0,0006%). Нативная фумаровая кислота в 

концентрации 0,015% оказывает существенный фитостимулирующий эффект 
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на зверобой продырявленный, увеличивая концентрацию флавоноидов в 

траве на 33% по сравнению с контролем – водой, что подтверждает 

результаты лабораторного эксперимента и согласуется с данными 

литературы [27, 43]. 

 

Рис. 5.4. Содержание флавоноидов в траве зверобоя 

продырявленного: а – растения контрольной площадки, б – растения 

обработаны ПБ АСК, в – растения обработаны раствором фумаровой 

кислоты 0,015 %. 

Полученные результаты свидетельствуют, что для повышения 

величины фитостимулирующего эффекта ПБ АСК перспективны поиски 

условий оптимизации процесса биодеструкции АСК, обеспечивающие выход 

фумаровой кислоты в концентрации не менее 0,015%. 

 

Выводы по главе 5 

1. Установлено, что продукты биодеструкции ацетилсалициловой 

кислоты, полученные с использованием клеток R. jostii ИЭГМ 60, являются 



86 
 

 

умеренно токсичными (3 класс токсичности), мало опасными (IV класс 

опасности) для окружающей природной среды и не проявляют 

фитотоксических свойств. 

2. Продукты биодеструкции ацетилсалициловой кислоты проявляют 

слабую антиоксидантную активность по сравнению с аскорбиновой 

кислотой. 

3. Продукты биодеструкции ацетилсалициловой кислоты оказывают 

фитостимулирующее действие на тест-культуру – семена овса посевного. 

При этом величина фитоэффекта зависит от концентрации фумаровой 

кислоты в их составе. 

4. Продукты биодеструкции ацетилсалициловой кислоты за счет 

наличия в их составе фумаровой кислоты оказывают положительный эффект 

на динамику накопления флавоноидов в траве зверобоя продырявленного. 

Нативная фумаровая кислота (0,015 %) увеличивает концентрацию 

флавоноидов в траве зверобоя продырявленного на 33% по сравнению с 

контролем.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Показана возможность получения из ацетилсалициловой кислоты 

микробиологическим способом биологически активного продукта – 

фумаровой кислоты, обладающего фитостимулирующими свойствами. 

Данный продукт может быть использован как стимулятор роста 

лекарственных растений и индуктор накопления в них биологически 

активных веществ. 
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ВЫВОДЫ 

1. Разработаны методики хроматографического анализа 

ацетилсалициловой кислоты и ее бактериальных метаболитов, пригодные для 

динамической идентификации продуктов и определения остаточного 

содержания ацетилсалициловой кислоты в процессе биодеструкции.  

2. Установлен химический состав бактериальных метаболитов 

ацетилсалициловой кислоты. Показано, что процесс биодеструкции 

ацетилсалициловой кислоты клетками R. jostii ИЭГМ 60 в зависимости от рН 

может происходить по двум метаболическим путям: по пути образования 

пирокатехина и цис, цис-муконовой кислоты, либо по пути образования 

гентизиновой кислоты, превращающейся на конечных этапах в фумаровую 

кислоту. Определены факторы, влияющие на параметры скорости процесса 

биодеструкции и период полураспада ацетилсалициловой кислоты.  

3. Показано, что продукты биодеструкции ацетилсалициловой кислоты 

являются умеренно токсичными (3 класс токсичности), относятся к IV классу 

опасности (мало опасные) для окружающей природной среды и проявляют 

слабую антиоксидантную активность по сравнению с аскорбиновой 

кислотой.  

4. Продукты биодеструкции ацетилсалициловой кислоты оказывают 

положительный эффект на динамику накопления флавоноидов в траве 

зверобоя продырявленного, обусловленный присутствием в их составе 

фумаровой кислоты. 
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Приложение 1 

 

 

Лабораторный регламент 

получения продуктов бактериальной деструкции ацетилсалициловой 

кислоты, содержащих фумаровую кислоту 
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Раздел 1 

Характеристика конечной продукции 

 

Постферментационная среда культивирования родококков светло-

коричневого цвета, прозрачная, содержащая конечные продукты 

биодеструкции ацетилсалициловой кислоты (фумаровую кислоту). 

Сухой остаток около 1%. 

Значение pH среды в пределах от 6,7 до 7,2. 

Продукт сохраняется в прохладном, защищѐнном от света месте в 

хорошо укупоренных стеклянных баллонах вместимостью 1 литр. 

Действующим веществом продукта является фумаровая кислота. 

Продукт может использоваться как фитостимулирующий препарат, индуктор 

накопления БАВ в лекарственных растениях. 

 

Раздел 2 

Химическая схема производства 
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Раздел 3 

Технологическая схема производства 
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Продолжение технологической схемы 
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Нормы расхода сырья для получения 2-х литров постферментационной 

среды, содержащей фумаровую кислоту 

 

Таблица 1 

Техническое или 

торговое название 

сырья 

Единица 

измерения 
Квалификация 

Расход на 2 л 

продукции 

Ацетилсалициловая 

кислота 
г Порошок 5,0 г 

Бактериальная 

культура 
мл Суспензия 

2,7x10
7
 

клеток/мл 

KNO3 г ч.д.а. 2,0 г 

KH2PO4 г ч.д.а. 4,0 г 

K2HPO4 г ч.д.а. 4,0 г 

NaCl г ч.д.а. 2,0 г 

MgSO4•7H2O г ч.д.а. 0,4 г 

CaCl2•6H2O г ч.д.а. 0,04 г 

FeCl3•6H2O г ч.д.а. 0,001 г 

(NH4)2•6H2O г ч.д.а. 4,0 г 

Вода л Очищенная 2 л 

Натрия 

гидрокарбонат 
г ч.д.а. 4,6 г 
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Раздел 4 

АППАРАТУРНАЯ СХЕМА ПРОИЗВОДСТВА 
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П1 – пробирка с маточной культурой 

П2 – пробирка с культурой на МПА 

К –   колба с культурой в МПБ 

Ё1 – ѐмкость для смешивания исходных веществ 

Ё2 – ѐмкость для центрифугирования и отмывания бактериальных клеток 

В –   весы  

Ст – стол 
 

С/С1, С/С2 – стеллаж для стерилизатора  

С – стерилизатор 

Р – реактор ферментер 

К1 – клапан запорный угловой 

Н1 – насос лопастной центробежный 
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 Ф1 – вакуум-барабанный фильтр  

Ф2 – фильтр патронный под давлением выше атмосферного  

Н2 – насос лопастной центробежный   

Ё3 – ѐмкость для отходов биомассы 

У – упаковка флаконов в коробку 

К2 – клапан запорный угловой 

М – маркировка флаконов 

Р/Ф – розлив во флаконы, укупоривание пробкой и 

завинчивание флаконов крышкой 

Сб – сборник  
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Характеристики аппаратов и оборудования 

Таблица 2 

Наименование аппарата 

(оборудования) и 

обозначение на 

аппаратурной схеме 

Число 

аппаратов 

(предметов 

оборудования) 

Материал 

Характеристика 

аппарата 

(оборудования) 

1 2 3 4 

Маточная культура 

Rhodococcus jostii ИЭГМ 

60 в пробирке на МПА 

(П1) 

1 Стекло Емкость 20 мл 

Трехсуточная культура 

Rhodococcus jostii ИЭГМ 

60 в пробирке на МПА 

(П2) 

1 Стекло Емкость 20 мл 

Пятисуточная культура 

в колбе  

с МПБ (К) 

1 Стекло 500 мл 

Ёмкость для 

смешивания исходных 

веществ (Ё1) 

1 Стекло 4000 мл 

Ёмкость для 

центрифугирования и 

отмывания клеток 

1 Пластик 100 мл 

Весы (В) 1 Пластик 
Точность до 

0,0001 

Стол (Ст) 1 Металл  

Стеллаж для 

стерилизатора  

(С/С1, С/С2)  

2 Металл - 

Стерилизатор (С) 1 Металл - 

Реактор - ферментер (Р) 1 Стекло - 

Кран запорный, угловой 

(К1, К2)  
2 Металл - 

Насос лопастной 

центробежный (Н2, Н1) 
2 Металл - 
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Продолжение таблицы 2 

1 2 3 4 

Вакуум-барабанный 

фильтр (Ф1) 
1 Металл - 

Фильтр патронный 

под давлением выше 

атмосферного (Ф2) 

1 Металл 
- 

 

Сборник готового 

продукта (Сб) 
1 Металл - 

Ёмкость для отходов 

биомассы (Ё3) 
1 Пластик - 

Аппарат для розлива 

во флаконы, 

укупоривания 

пробкой и завин-

чивания флаконов 

крышкой (Р/Ф) 

1 Металл - 

Аппарат для 

маркировки флаконов 

(М) 

1 Металл - 

Упаковка флаконов в 

коробку (У) 
1 Металл - 

 

Раздел 5 

Характеристика сырья, микроорганизма, материалов и 

полученных продуктов 

Таблица 3 

Название сырья Нормативный документ 

1 2 

Бактериальный штамм Rhodococcus 

jostii ИЭГМ 60 

Коллекционная культура клеток из 

Региональной профилированной 

коллекции алканотрофных 

микроорганизмов (акроним 

коллекции ИЭГМ, www.iegmcol.ru) 

Ацетилсалициловая кислота ГФ XIV, ч. 3, С. 3413-3416 

Вода очищенная ГФ XIV, ч. 3, С. 3602-3607 

Калия нитрат ГФ XIV, ч. 1, С. 1514 
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Продолжение таблицы 3 

1 2 

Калия фосфат однозамещѐнный ГФ XIV, ч. 1, С. 1509 

Калия фосфат двузамещѐнный ГФ XIV, ч. 1, С. 1461 

Натрия хлорид ГФ XIV, ч. 1, С. 1602 

Магния сульфат ГФ XIV, ч. 1, С. 1550 

Кальция хлорид безводный ГФ XIV, ч. 1, С. 1523 

Железа (III) хлорид ГФ XIV, ч. 1, С. 1491 

Аммония сульфат ГФ XIV, ч. 1, С. 1401 

Натрия гидрокарбонат ГФ XIV, ч. 3, С. 4414-4416 

Баллоны из стеклопластика ОСТ 64-2-71-80 

Крышки тип 1.1. ТИП БВ-500-20-0С 

Пробки полиэтиленовые с 

уплотнительными элементами типа 3.2. 

ОСТ 64-2-87 

 

Раздел 6 

Изложение технологического процесса 

Для получения продуктов биодеструкции ацетилсалициловой кислоты, 

содержащих фумаровую кислоту, используют реагенты в следующих 

количествах:  

Ацетилсалициловая кислота - 5,0 г 

Минеральная среда RS 

состава: 

- 2 л 

(NH4)2SO4 - 4,0 г 

KNO3 - 2,0 г 

KH2PO4 - 4,0 г 

K2HPO4 - 4,0 г 

NaCl - 2,0 г 

MgSO4∙7H2O - 0,4 г 

CaCl2 - 0,04 г 

FeCl3∙6H2O - 0,001 г 

Вода очищенная  - 2 л 

Натрия гидрокарбонат - 4,6 г 

Инокулят (взвесь бактериальной  

культуры Rhodococcus jostii ИЭГМ 60) в среде RS 

- 0,5 мл 

Процесс получения продуктов биодеструкции ацетилсалициловой 

кислоты, содержащих фумаровую кислоту, состоит из следующих стадий: 
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1. Приготовление раствора ацетилсалициловой кислоты в среде RS. 

Для изготовления 2 л раствора воду очищенную и порошкообразные 

компоненты отвешивают в емкость для смешивания, снабженную магнитной 

мешалкой.  

2. Стерилизация. На стеллаже для стерилизации (С/С1) емкость с 

раствором ацетилсалициловой кислоты в среде RS перемещают в 

стерилизатор и стерилизуют при 2 атмосферах и 120
0
 C в течение 2 часов. 

Раствор охлаждают до 24-28°С и перемещают с помощью стеллажа (С/С2) в 

реактор - ферментер (Р). 

3. Подготовка инокулята. Предварительно выращенную из маточной 

культуры (П1) в асептических условиях на твердых питательных средах (в 

пробирках) в течение трех суток бактериальную культуру Rhodococcus jostii 

ИЭГМ 60 (П2) помещают в колбу со стерильным мясопептонным бульоном 

(К). 

4. Центрифугирование. По истечении пяти суток культуральную 

жидкость переливают в емкость для центрифугирования (Ё2) и 

центрифугируют при 1500-1600 об/мин в течение 7-10 мин. Отделенную от 

биомассы культуральную жидкость сливают в канализацию. 

5. Отмывание клеток. В емкость для отмывания (Ё2) прибавляют 50 

мл минерально-солевой среды RS, перемешивают и центрифугируют при 

1600 об/мин в течение 10 мин. Надосадочную жидкость сливают в 

канализацию. Операцию повторяют дважды. К полученному осадку 

биомассы прибавляют 5 мл минерально-солевой среды RS и смешивают до 

получения взвеси.  

6. Биодеструкция ацетилсалициловой кислоты. В реактор - ферментер 

(Р) из емкости для отмывания (Ё2) вносят отмытые клетки родококков до 

концентрации 1х10
7
 клеток /мл. В реакторе - ферментере поддерживается 

постоянная температура 28°С и скорость вращения жидкости 160 об/мин в 

течение 15-ти сут. 

7. Отбор проб. Пробы из реактора - ферментера отбирают на 5-е,10-е и 

15-е сут для химического анализа. Количественное определение 

ацетилсалициловой кислоты и фумаровой кислоты осуществляют в 

аналитической лаборатории. 
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8. Центрифугирование. Постферментационную среду родококков, 

содержащую конечные продукты биодеструкции ацетилсалициловой 

кислоты, насосом периодического действия (Н1) переносят в вакуум- 

барабанный фильтр (Ф1).  

9. Фильтрование. Центрифугат постферментационной среды 

родококков, содержащий конечные продукты биодеструкции 

ацетилсалициловой кислоты, насосом периодического действия (Н2) 

пропускают через патронный фильтр (Ф2) в сборник готового продукта (Сб). 

10. Упаковка и маркировка. Постферментационную среду родококков, 

содержащую конечные продукты биодеструкции ацетилсалициловой 

кислоты, разливают в стеклянные баллоны из темного стекла и укупоривают 

навинчивающейся крышкой (Р/Ф). На бирки баллонов наклеивают этикетки 

«Продукты биодеструкции ацетилсалициловой кислоты» (М). 

Промаркированные баллоны упаковывают в картонную коробку (У) и 

отправляют на склад. 

Длительность проведения технологических операций при получении 

продуктов биодеструкции из 5,0 г ацетилсалициловой кислоты 

Таблица 4 

Операция Аппарат Элемент работы 

Время 

Регла-

мен-

тируе-

мое 

Норми-

руемое 

Всего 

на 

опера-

цию 

1 2 3 4 5 6 

Отвешивание 

материалов, 

приготовление 

среды RS и 

стерилизация 

Емкость 

стеклянная 

4 л 

Отвешивание, 

загрузка, 

перемешивание 

и стерилизация 

- 3 ч 3 ч 

Подготовка 

инокулята 

Пробирки, 

колбы 

Посев и рост 

культуры, 

приготовление 

бактериальной 

суспензии 

- 8 сут 
8 сут 
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Продолжение таблицы 4 

1 2 3 4 5 6 

Биодеструкция 

ацетилсалицило-

вой кислоты 

Биореактор 

– ферментер 

Получение 

продуктов 

биодеструкции 
ацетилсалици-

ловой кислоты 
 

- - 
10-15 

сут 

Центрифугирова

ние 
Центрифуга 

Центрифуги-

рование 
- 0,5 ч 0,5 ч 

Фильтрование 

Вакуум- 

барабанный 

фильтр, 

фильтр под 

давлением 

выше атмо-

сферного 

Фильтрование - 1 ч 1 ч 

Упаковка и 

маркировка 

Стеклянный 

баллон  

Упаковка и 

маркировка 
- - 1 ч 

Итого:     
18-23 

сут 

 

Раздел 7 

Техника безопасности 

Биодеструкцию ацетилсалициловой кислоты с использованием клеток 

Rhodococcus jostii ИЭГМ 60 проводят в асептических условиях при 

соблюдении инструкции по технике безопасности, охране труда и 

противопожарной безопасности. 

 

Раздел 8 

Переработка и обезвреживание отходов производства 

Жидкие отходы биотехнологического производства сливают в сточные 

промышленные воды, при необходимости дополнительно обезвреживают 

дезинфицирующими средствами. В жидких отходах находятся остатки 

мясопептонного агара, мясопептонного бульона, остаточные количества 

минеральных солей (фосфатов) и микрофлора, которая не является 

патогенной. Плотные отходы биотехнологического производства (биомасса) 

размещают на санитарных полигонах или сжигают. 
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Раздел 9 

Контроль производства и управление технологическим процессом  

В процессе биодеструкции ацетилсалициловой кислоты исходное 

сырье и конечные продукты анализируют следующими методами: 

Содержание ацетилсалициловой кислоты в постферментационной 

среде культивирования родококков – методом обращенно-фазовой ВЭЖХ. 

Идентификация продуктов биодеструкции (фумаровой кислоты) – 

методом ТСХ.  

Содержание фумаровой кислоты в постферментационной среде 

культивирования родококков – методом ВЭЖХ-МС. 

Концентрация клеток родококков – спектрофотометрическим методом. 

Техническое описание 

модульного настольного ферментера 

BioFlo/CelliGen 115, Eppendorf 

Таблица 5 

1 2 

Общий объем автоклавируемого сосуда из 

боросиликатного стекла с крышкой из 

нержавеющей стали 

7500 мл 

Рабочий объем сосуда в диапазоне 2000 - 5600 мл 

Нагрев сосуда  
С помощью 

термоманжеты 

Охлаждение сосуда  
с помощью 

погружного змеевика 

Максимальная поддерживаемая температура 65°C 

Перемешивание  

двойная мешалка 

Раштона с 

механическим 

прямым приводом 

Скорость перемешивания в диапазоне  50 - 1200 об/мин 

Управления газовым потоком автоматичекое 

Встроенный термический контроллер массового 

расхода газа в диапазоне 
0,4 - 20 л/мин 

Газовый смеситель  

с 4 

электромагнитными 

клапанами 

Контроллер концентрации ионов водорода  
с помощью pH-

датчика 

Контроль pH в диапазоне  2 - 14 
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Продолжение таблицы 5 

1 2 

Контроллер концентрации растворенного 

кислорода 

с автоматической 

подачей воздуха по 

датчику 

Дополнительный сосуд для стерильного внесения 

жидкостей в сосуд ферментера 
1 л 

Модуль с 3 перистальтическими насосами  

Перистальтические насосы с постоянной 

скоростью вращения 
не менее 12 об/мин 

Перистальтический насос с переменной скоростью 

вращения 
не менее 200 об/мин 

Требования к электропитанию  
200/240 В, 50/60 Гц, 6 

А, СЕ 

USB-порты 2 шт. 

Размеры сосуда с конденсатором выходящих газов 

в положении для автоклавирования (Ш х Гх В)  
37 х 29 х 65 см 

Размеры контрольной станции (Ш х Гх В) 40 х 41 х 70 см 

Вес контрольной станции 28 кг 

Управляющая ПЭВМ типа "Ноутбук" в количестве 

не менее 
2 шт. 

Процессор с тактовой частотой  2 ГГц 

Оперативная память  4 Гб 

Жесткий диск с характеристиками  

Ёмкость 250 Гб, 7200 

RPM, 3,0 Гб/сек., кэш 

8 Мб 

 

Раздел 10 

Информационные материалы 

Лабораторный регламент разработан в ПГФА согласно ОСТ 64-02-003-

2002 на основании проведенных научных исследований и теоретических 

расчетов. На основании полученных данных выпущены следующие работы: 

Определение салицилата натрия и продуктов его биодеструкции 

методом высокоэффективной жидкостной хроматографии / А.Н. Хренков, 

Е.В. Вихарева, Е.В. Тумилович [и др.] // Биофармацевтический Журнал. – 

2019. – Т. 11. – № 1. – С. 31–35. 

Хренков, А.Н. Идентификация гентизиновой и фумаровой кислот в 

составе продуктов биодеструкции ацетилсалициловой кислоты/А.Н. 

Хренков, Е.В. Вихарева, З.В. Касьянов //Медико-фармацевтический журнал 

«Пульс». – 2020. – № 4.– С. 37–42. 
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Протокол исследования острой токсичности 

продуктов биодеструкции ацетилсалициловой кислоты 
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Приложение 3 

Документы по внедрению научных результатов исследований 

 

 



137 

 

 

 



138 

 



139 

 

 



140 

 

 


