
152� © Ерофеевская Л.А., Кычкин А.К., Кычкин А.А., Лебедев М.П., 2022

УДК 579.6, 663.18
DOI 10.31242/2618-9712-2022-27-1-152-166

Исследование биологического воздействия  
на базальтопластиковую арматуру

Л.А. Ерофеевская*,1, А.К. Кычкин2, А.А. Кычкин3, М.П. Лебедев2,3

1Институт проблем нефти и газа СО РАН, Якутск, Россия  
2Институт физико-технических проблем Севера им. В.П. Ларионова СО РАН, Якутск, Россия  

3ФИЦ «Якутский научный центр СО РАН», Якутск, Россия 

*lora-07.65@mail.ru

Аннотация. В лабораторно-полевых опытах впервые установлена возможность проникнове-
ния мицелия плесневых грибов в структуру базальтопластиковых стержней. При биологическом 
загрязнении на границе волокно–связующее обнаруживаются участки вспучивания и проникновения 
в связующий компонент палочковидных споровых клеток бактерий. После экспозиции опытных 
образцов в условиях экстремально низких температур с поверхности стержней также выделены 
штаммы плесневых грибов рода Aspergillus и спорообразующие бактерии рода Bacillus, иммобили-
зованные на опытные образцы 1 год назад. Это свидетельствует о высокой жизнеспособности 
иммобилизованных штаммов в условиях холодного климата. Аборигенную микрофлору, выделенную 
методом накопительных культур из опытных образцов, представили: актинобактерии родов No-
cardia и Streptomyces; дрожжи рода Rhodotorula; плесневые грибы рода Penicillium. Показано, что 
метод накопительных культур является высокоинформативным приемом диагностики биозараже-
ния полимерных композиционных материалов при их эксплуатации в экстремально низких темпера-
турах. Метаболическая активность клеток криофильных микроорганизмов, выделенных из опыт-
ных образцов базальтопластиковых стержней связана с особенностями ферментов и жирноки-
слотного состава липидного бислоя клеточных мембран, которые в условиях, оптимальных для 
жизнедеятельности микроорганизмов, находятся в жидко-кристаллическом состоянии, а при по-
падании в температурные условия, когда у обычных (мезофильных) микроорганизмов прекращает-
ся развитие вегетативных клеток, включается процесс перехода липидного бислоя клеточных мем-
бран в гелеобразное состояние, что позволяет при снижении температуры окружающей среды до 
отрицательных значений предотвратить кристаллизацию и гибель микробной клетки. И, как след-
ствие, после оттаивания возобновляется рост и восстанавливается метаболическая активность 
микроорганизмов. Проведены исследования влияния биозаражения на прочностные характеристи-
ки. При этом после экспонирования в течение 1 года коэффициент сохранения прочностных свойств 
составил к = 0,82. Полученные результаты свидетельствуют о том, что селектированные штам-
мы влияют на свойства полимерных материалов в условиях холодного климата по отношению к 
органическим компонентам в структуре полимерных композитов.
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Введение
Ущерб от коррозии и старения возрастает из-

за биологического поражения материалов в са-
мых разнообразных условиях эксплуатации (ат-
мосфера, гидросфера, литосфера, космическое 
пространство). Во многих случаях доминирую-
щей причиной разрушений является биокоррозия. 

Актуальны исследования видового состава ми-
кроорганизмов-биодеструкторов, поражающих 
материалы в различных климатических зонах: 
выделение новых штаммов и пополнение кол-
лекций тест-культур активными микроорганиз-
мами. В настоящее время изучение биологическо-
го воздействия на полимерные композиционные 
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материалы (ПКМ) является одним из актуаль-
ных направлений не только в области микро
биологической науки, но и ряда других научно-
прикладных дисциплин, занимающихся изуче-
нием свойств материалов и технологий их 
получения [1–4]. 

При испытаниях в лабораторных и природ-
ных условиях расширяется поиск новых эколо-
гически чистых биоцидных добавок и способов 
защиты металлических, неметаллических мате-
риалов и нефтепродуктов от воздействия биов-
редителей [5–8].

Все больше появляется сведений о микробной 
контаминации и влиянии этого процесса на раз-
рушение ПКМ. Поражаемость микроорганизма-
ми наиболее значительна в географических зонах 
с относительно высокой температурой воздуха, 
повышенной влажностью, обилием органической 
пыли (тропики и субтропики) [9–12]. 

Действие микроорганизмов на полимерные 
образцы вызывает их биодеградацию в разной 
степени, это обусловлено как составом полимер-
ных материалов, так и различной активностью 
разных видов микроорганизмов с высокоактив-
ными внеклеточными гидролазами, фосфатаза-
ми и другими ферментами, прежде всего это гри-
бы из родов Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, 
Cladosporium, Fusarium и бактерии родов Pseu-
domonas, Streptomyces, Bacillus, Arthrobacter, раз-
рушающие полимерные соединения в окисли-
тельных условиях [13, 14]. И это лишь незна-
чительная часть изученных биодеструкторов, 
поскольку в лабораторных условиях, клетки, ко-
торые могут расти в культуре, составляют менее 
1 % от общего мерзлотного сообщества микро-
бов. Для большинства жизнеспособных клеток 
режимы культивирования до сих пор не найде-
ны, и их изучают с применением культурально-
независимых методов [15]. Тем не менее, в насто-
ящее время в области биодеградации проводится 
большое количество исследований, и, учитывая 
огромный метаболический потенциал микроор-
ганизмов, ожидается, что разработка рентабель-
ных и жизнеспособных процессов биодеграда-
ции – это вопрос времени [16]. 

Остается малоизученным вопрос о роли кон-
таминации материалов криофильными микро-
организмами и изменении свойств ПКМ под 
влиянием биологического воздействия при их 
эксплуатации в природно-климатических усло-
виях Крайнего Севера [17].

Практически не исследована тема биозараже-
ния перспективной базальтопластиковой армату-

ры (БПА), в том числе и в северных регионах. Нет 
информации об участии микроорганизмов-био-
деструкторов в процессах биоповреждении БПА.

Способность криофильной группы микроор-
ганизмов адсорбироваться из внешней среды 
на материалы зависит во многом от адгезивных 
свойств микробных клеток. Адгезивные свойст-
ва характерны для многих криофильных, псих-
рофильных и психротелерантных бактериальных 
ассоциаций и мицелийобразующей микрофло-
ры, способных к росту при температурах 4–5 °С. 
При благоприятных условиях (температура, влаж-
ность, рН и др.) процессы адгезии сменяются 
процессом проникновения микроорганизмов в 
микротрещины, где они накапливают свою био-
массу, в результате чего происходит расширение 
и разветвление трещин за счет возникновения 
внутренних напряжений и, как следствие, ухуд-
шение эксплуатационных свойств ПКМ [18, 19]. 
Однако способность к адгезии бактерий и гри-
бов при температурах ниже –40 °С практически 
не изучена.

Целью настоящей работы заключалась в вы-
делении и изучении микроорганизмов, контами-
нирующих полимерные композиты при отри-
цательных температурах окружающей среды и 
влияние этого процесса на разрушение материа-
лов промышленного назначения.

Материалы и методы исследования
Материалом для исследований служили опыт-

ные образцы базальтопластиковых стержней раз-
личного диаметра (БПА). На рис. 1 представлен 
профиль (а) и общий вид образцов БПА (б). Эк-
спонирование биозараженных БПА проводилось 
согласно ГОСТ 9.708-83 в экстремально холод-
ном климате г. Якутск на климатической станции 
ИФТПС им. В.П. Ларионова СО РАН, в течение 
1 года (рис. 1, в, г).

Методы исследования на биологическое за-
ражение. Исследование биологического загряз-
нения базальтопластиковых стержней проводи-
ли в три этапа.

На первом этапе для выделения микроорга-
низмов использовали методы смыва, накопитель-
ных культур в минеральной среде и нативного 
наложения испытуемых образцов на твердые ага-
ризированные питательные среды.

Для осуществления метода смыва предвари-
тельно готовили забуференную пептонную воду 
следующего состава (г/л): протеозопептон – 
10,00; натрия хлорид – 5,00; натрия гидрофос-
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фат – 3,50; калия дигидрофосфат – 1,50. Забу-
ференная пептонная вода использовалась в ка-
честве средства для повышения эффективности 
диагностики биозаражения БПА криофильными 
микроорганизмами.

Ингредиенты, входящие в вышеописанный со-
став, размешивали в 1 л дистиллированной воды, 
после чего устанавливали рН до 7,2±0,2 условных 
единиц и разливали в стерильные стеклянные 
флаконы по 50 мл. 

Флаконы с забуференной пептонной водой 
стерилизовали при 1,1 атмосферы (121 °С) в те-
чение 15 минут. 

После стерилизации флаконы с забуферен-
ной пептонной водой охлаждали при комнатной 
температуре.

Затем подготавливали необходимое количе-
ство предварительно простерилизованных био-
логических пробирок с ватными тампонами для 
забора смывов с образцов БПА № 1–4, экспони-
руемых на полигоне климатических испытаний.

В подготовленные пробирки с ватными там-
понами асептически разливали по 2 мл охла-
жденной стерильной забуференной пептонной 
воды. После чего ватными тампонами произво-
дили смывы с опытных образцов БПА и тут же 
доставляли в лабораторию на микроскопическое 
исследование для предварительной экспресс-
диагностики на биозаражение. Для этого смыв-
ную жидкость, полученную с опытных образцов 
БПА, окрашивали люминесцентным красителем 
L-7012 LIVE/DEAD BacLightBacterialViabilityKit, 
производства MolecularProbes (CША) и подго-
тавливали микроскопический препарат. Полу-
ченную окрашенную смывную жидкость нано-
сили на предметные стекла, распределяя тонким 
слоем в центре стекла на площади 2×1 см и про
сматривали в флуоресцентном микроскопе (объ-
ектив × 100, окуляр × 10, масляная иммерсия).

Для получения накопительных культур микро-
организмов оставшуюся в пробирках смывную 
жидкость, отобранную с исследуемых (of BFRP 

Рис.1. Профиль БПА (а) и общий вид БПА (б). Экспонированные образцы БПА различных диаметров, в – летний пе-
риод, г – зимний период (полигон климатических испытаний)

Fig. 1. The keys of periodic rebar profile (a), samples of BFRP rebar (б). Exposure of BFRP rebar in Yakutsk: в – in summer 
and г – winter.
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rebar) образцов БПА № 1–4 вышеописанным 
способом, инкубировали в течение 24 ч при ком-
натной температуре, после чего пересевали на 
мясопептонный агар (МПА) и агаризированные 
среды Сабуро и Чапека промышленного произ-
водства (ФБУН ГНЦ ПМБ Государственный на-
учный центр прикладной микробиологии и био-
технологии, г. Оболенск, Россия). 

Культивирование посевов на подготовленных 
питательных средах проводили в стационарных 
условиях в холодильнике при температуре 4±1 °С. 

Для диагностики биозаражения нативным 
методом в стерильные чашки Петри или емко-
сти медицинские лотки необходимого размера 
наливали агаризированные питательные среды, 
толщиной слоя около 6 мм. После того как пита-
тельные среды застывали, их просушили в сухо-
воздушном термостате ТС-80 (Касимовский при-
борный завод, Россия) при 37 °С в течение 40 ми-
нут. Просушивание питательной среды проводили 
по методике «Об унификации микробиологиче-
ских (бактериологических) методов исследова-
ний, применяемых в клинико-диагностических 
лабораториях лечебно-профилактических учре-
ждений». После этого на поверхности застывшей 
питательной среды раскладывали подготовлен-
ные опытные образцы в виде стержней длиной 
20 см, предварительно подготовленных из образ-
ца № 4. Лотки закрывали крышками, размещали 
в холодильнике и инкубировали при температуре 
4±1 ºС в течение от 14 до 30 суток для учета роста 
криофильных микроорганизмов и для учета ме-
зофильных микроорганизмов при температурах 
25, 30 и 37±1 ºС в течение 5, 3 и 1 суток соответ-
ственно.

Для выделения чистых культур и изучения их 
культурально-биохимических свойств получен-
ные колонии пересевали в чашки Петри на по-
верхность МПА с последующим пересевом на 
скошенный в биологических пробирках агар и 
постановкой биохимических тестов.

Для определения родства микроорганизмов и 
построения филогенетических деревьев проводи-
ли обработку секвенсов при помощи компьютер-
ной программы, находящейся на сайте RDP-II 
(Ribosomal Database Project II, Michigan state uni-
versity), и общепринятых для генетической иден-
тификации методик. 

На втором этапе, с целью изучения процесса 
биоповреждения базальтопластиковых стержней 
микроорганизмами, опытные образцы складско-

го хранения № 4 длиной 20 см размещали в поч
ву на глубину 20 см. Экспозиция опыта соста-
вила 1 год.

Через год опытные образцы изъяли из поч
вы и провели микробиологические исследования 
смывного материала и соскобов, отобранных с ба-
зальтопластиковых стержней. Выделение микро-
организмов проводили вышеописанными спосо-
бами, с последующей идентификацией.

Из доминантных культур сформировали ра-
бочую коллекцию, перспективную для биотех-
нологического применения и изучения селекти-
рованных микроорганизмов в качестве деструк-
торов ПКМ.

На третьем этапе из рабочей коллекции ми-
кробных культур были получены биопрепараты, 
которыми обработали стержни БПА складского 
хранения диаметрами 6 и 8 мм. Далее биозара-
женные образцы стержней длиной 1000 мм были 
размещены на полигоне климатических испыта-
ний г. Якутск в течение 2 лет. 

После экспонирования биозараженные образ-
цы были исследованы на изменения прочност-
ных характеристик.

Исследование структуры материалов. Ис-
следование структуры образцов проводили при 
помощи:

1) флюоресцентного светодиодного микроско-
па «МИКМЕД-6», производство: АО «ЛОМО» 
(Россия, Санкт-Петербург) увеличение ×100; 
спектральная область исследуемой люминес-
ценции 520 нм;

2) лабораторного поляризованного микро-
скопа Axiolab Pol, производство фирма «Карл 
Цейсс» (Германия) с увеличением ×1000;

3) электронного микроскопа G1200 12MP 
1-1200X (KKMOON, Китай) с непрерывным 
усилением ×10.

Испытания на растяжение. Испытания про-
водились на универсальной испытательной ма-
шине Z600 Zwick/Roell (Zwick, Германия) со-
гласно ГОСТ 32492-2015 «Арматура композитная 
полимерная для армирования бетонных конструк-
ций. Методы определения физико-механических 
характеристик», 

Испытания на растяжение проводили при 
комнатной температуре 20 °С, при относитель-
ной влажности 40 %. Расчетная длина образца 
при проведении испытаний составляла 200 мм. 
Скорость предварительной нагрузки составлял 
10 мм/мин. Скорость испытания – 5 мм/мин.
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Результаты и обсуждения
На первом этапе работ из смывного материа-

ла, отобранного из фрагментов базальтопласти-
ковой арматуры (БПА), экспонируемой в усло-
виях открытого полигона климатических испы-
таний при экстремально низких температурах 
(0...–42 °С) было выделено по крайней мере три 
группы криофильных микроорганизмов: бакте-
рии рода Bacillus, актинобактерии рода Nocardia 
и микроскопические плесневые грибы родов As-
pergillus и Fusarium (табл. 1).

Установлено, что доля жизнеспособных кле-
ток в смывной жидкости составила 33 %. Выде-
ленные микроорганизмы распределены в следу-
ющем соотношении: бактерии – 23 % и плесне-
вые грибы – 33 %, актинобактерии – 44 %.

Одновременно изучен метод нативного нало-
жения опытных образцов на агаризированные 
питательные среды (рис. 2, 3). 

В пейзаже микроорганизмов, обрастающих по-
верхность фрагментов БПА, доминировали спо-
рообразующие бактериальные культуры преи-
мущественно из рода Bacillus (B. subtilis; B. ce-
reus). В незначительной численности выделены 
плесневые микроскопические грибы рода Asper-
gillus (A. niger, A. fumigatus); актинобактерии ро-
дов Streptomyces (S. albus), Nocardia sp. и нефер-
ментирующие грамотрицательные бактерии рода 
Pseudomonas (Ps. aurugenosa). Свойства выделен-
ных микробных культур представлены в табл. 2.

Микроскопическим методом установлено, что 
размер клеток бациллярных штаммов составля-
ет 0,7–3,0 мкм; псевдомонад – 0,6 × 1,5 мкм; 
стрептомицетов – 1–2 мкм (диаметр гиф) и 0,5–
2,0 мкм (диаметр спор); нокардий 0,5–2,0 мкм 
(диаметр гиф); фузариумов – 2,5–5,0 мкм (диа-
метр гиф воздушного мицелия), 8–12 мкм (хла-
мидоспоры), 30 × 5 мкм (макроконидии); аспер-

Т а б л и ц а  1 
Пейзаж жизнеспособных микроорганизмов, выделенных из опытных образцов

Ta b l e  1
Viable microorganisms isolated from test samples 

Наименование образца
Sample name

Выделенные микроорганизмы
Isolated microorganisms

Метод смыва Нативный метод
Базальтопластиковая арматура, образец № 1
Basalt plastic rebar, sample No. 1

Aspergillus Bacillus
Nocardia Aspergillus

Базальтопластиковая арматура, образец № 2
Basalt plastic rebar, sample No. 2

Fusarium Bacillus
Nocardia Fusarium
Bacillus Streptomyces

Nocardia
Базальтопластиковая арматура, образец № 3
Basalt plastic rebar, sample No. 3

Aspergillus Bacillus
Nocardia Aspergillus

Базальтопластиковая арматура, образец № 4
Basalt plastic rebar, sample No. 4

Nocardia Bacillus
Bacillus Aspergillus

Pseudomonas

Рис. 2. Обрастание опытных образцов БПА колониями B. subtilis и B. cereus.
Fig. 2. Fouling of basalt plastic rebar’s prototypes by B. subtilis and B. cereus colonies.
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гилл – 4–6 мкм (ширина мицелия), 7–10 мкм 
(гифы), 2–3,5 мкм (споры). 

После изучения взаимоотношений между вы-
деленными культурами были отселектированны 

штаммы, работающие по принципу нейтрально-
го действия друг на друга. 

На основе выделенных культур плесневых 
грибов, обладающих нейтральным действием 

Т а б л и ц а  2 
Изученные свойства выделенных микроорганизмов  

(+ положительный тест, – отрицательный тест, (+) слабоположительный тест)

Ta b l e  2
Studied properties of isolated microorganisms  

(+ positive test, – negative test, (+) weakly positive test)

Свойство (тест)
Property (test)

Выделенные культуры
Dedicated crops

Fuzarium sp. B. cereus Ps. aurugenosa A. niger Nocardia sp. S. albus
Окраска по Граму
Gram stain

+ + – + + +

Подвижность
Mobility

– + + – – –

Глюкоза
Glucose

+ + + + + +

Лактоза
Lactose

+ – – + + –

Сорбит
Sorbitol

+ – – + + +

Инозит
Inositol

– + – – + –

Мальтоза
Maltose

– – – + + –

Маннит
Mannit

+ + + + + –

Сахароза
Sucrose

+ + – + + +

Каталаза
Catalase

– + – – + –

Оксидаза
Oxidase

– + + – – –

Лецитиназа
Lecithinase

– + – + + –

Малонат натрия
Sodium malonate

+ + – + + +

Рис. 3. Обрастание опытных образцов БПА колониями Bacillus subtilis и S. albus.
Fig. 3. Fouling of basalt plastic rebar’s experimental samples by Bacillus subtilis and S. albus colonies.
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друг на друга, изготовлены жидкие биопрепа-
раты, которыми обработали стержни опытных 
образцов БПА с целью изучения их биоповре-
ждающих свойств после однолетнего срока эк-
спозиции в условиях экстремально холодного 
климата. Изучены изменения, произошедшие в 
структуре исследуемых образцов под влиянием 
плесневых грибов A. niger и A fumigatus.

Перед постановкой опыта стержни БПА дли-
ной 1 м предварительно вымачивали в ванне, за-
полненной жидким биопрепаратом на основе 
спор A. niger + A. fumigatus (в соотношении 1:1, 
с концентрацией 1·109 клеток на 1 см3) в течение 
пяти суток (время, необходимое для прорастания 
спор). После заражения спорами стержни БПА 
высушивали контактным способом. Экспониро-
вание биозараженных стержней БПА проводили 
на территории полигона климатических испыта-
ний в Якутске в течение 12 месяцев.

Через год после экспозиции в опытных образ-
цах стержней БПА методом микроскопирования 
обнаружен мицелий плесневых грибов рода As-
pergillus, что свидетельствует о их выживаемо-
сти в условиях холодного климата. 

Рост мицелия зафиксирован, как по направ-
лению вдоль длины между базальтовых волокон 
на границах волокно-связующее (отвердитель) – 
мицелий грибов – волокно, так и поперек во-
локон. Также при микроскопическом методе ис-
следования на образцах стержней БПА зафикси-
рованы палочкообразные клетки бактерий. 
Некоторые из них имели на одном из концов 

споры, что свидетельствует о сохранении ми-
кроорганизмов в толще стержней БПА после эк-
спозиции в условиях экстремально низких тем-
ператур (0…–42 °С) (рис. 4, 5).

Длина грибного мицелия, который пророс в 
опытных образцах за 1 год, при микроскопиче-
ском исследовании зафиксирована на уровне от 
1,4 до 1,8 мкм (мкм), что при пересчете на 1 г ис-
следуемого образца БПА составляет около 0,035–
0,045 см, или 0,00035–0,00045 м. Пересчет произ-
водили по методу Джонсона и Моллиса [20].

С целью изучения процесса биоповрежде-
ния стержней БПА микроорганизмами опытные 
образцы разместили в почву на глубину 20 см в 
течение 1 года.

При визуальном контроле начало деструкци-
онного процесса при воздействии на опытные 
образцы выглядило в виде затемнения, вызванно-
го деградацией органических компонентов свя-
зующих базальтового волокна. При микроскопи-

Рис. 4. Мицелий грибов рода Aspergillus на границе во-
локно-связующее (отвердитель) – мицелий грибов – во-
локно и клетки бактерий рода Bacillus, опытный образец 
3К2-2-3ПО.

Fig. 4. Mycelium of fungi of the genus Aspergillus at the 
border «fiber-binder (hardener) – fungal mycelium – fiber» and 
cells of bacteria of the genus Bacillus, prototype 3K2-2-3PO.

Рис. 5. Мицелий грибов рода Aspergillus, прорастаемый 
из стенки БПА и клетки бактерий рода Bacillus, биозаражен-
ный образец БПА 3К-14 после климатического испытания.

Fig. 5. Mycelium of fungi of the genus Aspergillus, germi-
nating from the wall of the BPA and the cells of bacteria of the 
genus Bacillus, biologically infected sample of the basaltplastic 
rebar 3K-14 after climatic test.
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ческом исследовании на границе волокно–свя-
зующее просматривались участки вспучивания 
связующего и палочкообразные споровые клетки 
почвенных бактерий в виде коротких цепочек (по 
1–2 клетки), которые, вероятно, попали в образ-
цы из объектов окружающей среды, в частно-
сти, из почвы.

При высеве смывов, отобранных с разрезов 
опытных образцов, были выделены спорооб
разующие бактерии рода Bacillus (B. subtilis и 
B. cereus).

Микроскопическим методом также зафик-
сированы затемнения на поврежденных участ-
ках стержней БПА, контактировавших с поч
вой, и вспучивание связующего внутри образ-
цов (рис. 6). 

Таким образом, установлено, что мицелий 
грибов может использовать для своего развития 
микротрещины, появившиеся в результате меха-
нического разрушения материала под влиянием 
климатических условий или механического по-
вреждения в результате хранения или эксплуата-
ции строительных материалов. За разрушающее 
воздействие ПКМ отвечают органические ком-
поненты, входящие в состав материалов, кото-
рые в процессе метаболизма могут быть исполь-
зованы микроорганизмами в качестве источника 
энергии и питания. 

Таксономическую принадлежность выде-
ленных микроорганизмов устанавливали на 
основании нуклеотидной последовательности 
16S рРНК гена. 

Полученный штамм Bacillus simplex характе-
ризуется следующими признаками: грамполо-
жительные палочковидные клетки с централь-
но-расположенными эллипсоидными спорами. 

Результаты обработки секвенсов при помощи 
компьютерной программы, находящейся на сай-
те RDP-II (Ribosomal Database Project II) [21], 
предназначенной для определения родства ми-
кроорганизмов и построения филогенетических 
деревьев, представлены в виде табл. 3.

Анализ филогенетического родства, построен-
ный с использованием типовых штаммов близ-
кородственных бактерий, с учетом морфофи-
зиологических свойств штамма, показывает, что 
наиболее близким к исследуемому штамму яв-
ляется вид Bacillus simplex (100 %).

Полученный штамм Bacillus sp. характери-
зуется следующими признаками: грамположи-
тельные палочовидные клетки с центрально-рас-
положенными овальными спорами.

Рис. 6. Вспучивание связующего в поврежденном 
участоке опытного образца стержня БПА (БВ-1П.2-19), 
контактировавшего с почвой.

Fig. 6. Swelling of the binder in the damaged area of the 
basltplastic rebar (BV-1P.2-19) in contact with the soil. 

Т а б л и ц а  3 
Филогенетическая идентификация близкородственных бактерий к исследуемому штамму

Ta b l e  3 
Phylogenetic identification of closely related bacteria to the studied strain

Наименование 
Name

Штамм
Strain 

Регистрационный 
номер

Accession

Парное 
сходство (%)
Pairwise 

Similarity (%)

Разница/Длина 
фрагмента 

(нуклеотид) нт
Diff/Total nt

Bacillus simplex NBRC 15720(T) AB363738 100,00 0/911
Brevibacterium frigoritolerans DSM 8801(T) AM747813 99,89 1/911
Bacillus muralis LMG 20238(T) AJ628748 99,67 3/911
Bacillus butanolivorans K9(T) EF206294 99,34 6/911
Bacillus psychrosaccharolyticus ATCC 23296(T) X60635 97,50 22/879
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Первичный скрининг по базе данных GenBank 
и RDP-II [21, 22] показал, что исследуемый штамм 
принадлежит к следующим систематическим 
группам: Bacteria, Firmicutes, Bacilli, Bacillales, 
Bacillaceae, Bacillus.

Результаты обработки секвенсов при помощи 
компьютерной программы находящейся на сай-
те RDP-II (Ribosomal Database Project II) [21], 
предназначенной для определения родства ми-
кроорганизмов и построения филогенетических 
деревьев, представлены в виде табл. 4.

Анализ филогенетического родства, построен-
ный с использованием типовых штаммов близ-
кородственных бактерий, с учетом морфофизио-
логических свойств штамма, показывает, что наи-
более близким к исследуемому штамму являются 
три вида (см. табл. 4), по этому критерию иссле-
дуемый бактериальный штамм отнесен к виду 
Bacillus sр. 

Полученный штамм Bacillus vallismortis ха-
рактеризуется следующими признаками: грам-
положительные палочвидные спорообразующие 
клетки. 

Установлено, что исследованный штамм Ba-
cillus vallismortis обладает супрессивными каче-
ствами по отношению к патогенным плесневым 
грибам рода Aspergillus (исследованы A. niger, 
A. fumigatus), выделенным из стержней БПА. 

Бактерицидная способность штамма Bacillus 
vallismortis по отношению к изученным плес
невым грибам связана с продуцированием био-
логически активных веществ (БАВ) в процессе 
метаболизма.

Штамм Bacillus vallismortis рассматривается 
как один из перспективных биологических аген-

тов для создания биопрепарата для защиты ПКМ 
от биоповреждений. 

Полученный штамм Aspergillus niger характе-
ризуется следующими культурально-морфологи-
ческими признаками: на МПА, среде Сабуро и 
среде Чапека–Докса формирует грибницу, имею-
щую хорошо развитый воздушный мицелий чер-
ного цвета, который крепко закреплен на пита-
тельной среде.

Штамм Aspergillus niger рассматривается как 
потенциальный агент биозаражения и биодес-
трукции ПКМ и в дальнейшем может быть ис-
пользован в качестве тест-организма для испы-
тания ПКМ на грибостойкость.

Для исследования регулирования деятельно
сти микробов были изучены 24 штамма биоло-
гических деструкторов компонентов ПКМ, не-
фти и НП, органических соединений раститель-
ного происхождения и растительных жиров на 
межмикробные взаимодействия. Для дальнейших 
испытаний отобраны Bacillus simplex, Bacillus sp., 
Bacillus cereus, Bacillus vallismortis, у которых при 
целенаправленном исследовании выявлены но-
вые свойства, в частности, антагонистическая ак-
тивность по отношению к плесневым грибам.

Скрининг микроорганизмов вели по принци-
пу отбора микробных культур, обладающих фун-
гицидной активностью в отношении штаммов 
A. niger, A. niger и A. fumigatus, выделенных из 
фрагментов БПА, экспонируемых на открытом 
полигоне климатических испытаний.

Для исследования антагонистической актив-
ности отобранных штаммов использовали обще-
признанный в микробиологии метод перпендику-
лярных штрихов, основанный на высеве бакте-

Т а б л и ц а  4 
Филогенетическая идентификация близкородственных бактерий к исследуемому штамму

Ta b l e  4
Phylogenetic identification of closely related bacteria to the studied strain

Название
Name

Штамм
Strain

Регистрационный 
номер

Accession

Парное 
сходство (%)
Pairwise 

Similarity (%)

Разница/Длина 
фрагмента 

(нуклеотид) нт
Diff/Total nt

Bacillus aerophilus* 28K(T) AJ831844 99,89 1/922
Bacillus altitudinis* 41KF2b(T) AJ831842 99,89 1/922
Bacillus stratosphericus* 41KF2a(T) AJ831841 99,89 1/922
Bacillus safensis FO-036b(T) AF234854 99,46 5/919
Bacillus pumilus ATCC 7061(T) ABRX01000007 99,35 6/922
Bacillus idriensis SMC 4352-2(T) AY904033 97,18 26/922
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риологической петлей исследуемой культуры 
бактериального штамма штрихом на поверх
ность застывшего в чашке Петри мясопептонно-
го агара. 

О наличии у культуры исследуемого бактери-
ального штамма антагонистической активности 
судили по наличию зоны ингибирования тест-
штамма. 

По величине диаметра зоны ингибирования 
тест-штамма судили о степени антагонистиче-
ской активности исследуемой культуры бакте-
риального штамма. 

Результаты испытаний отобранных штаммов 
на антагонистическую активность представлены 
в табл. 5. 

Установлено, что при испытании взаимоотно-
шений между штаммами-антагонистами и чув-
ствительными к ним тестовыми культурами пле-
сневых грибов антагонистическая активность 
проявляется выше при использовании парного 
состава культур (Васillus sp.+B. simplex и A. ni-
ger +A. fumidatus), чем при использовании этих 
же микроорганизмов в составе монокультур. 

Одновременно исследовали фунгицидную ак-
тивность к селектированным плесневым грибам 
(табл. 6).

На основе криофильных и психротрофных 
плесневых грибов, выделенных вышеописанны-
ми методами из стержней БПА, были получены 
жидкие биопрепараты. С целью изучения зави-
симости их биодеструкции от степени зараже-
ния полученными биопрепаратами были обрабо-
таны стержни БПА диаметрами 6 и 8 мм, склад-
ского хранения. При этом степень зараженности 
составила ×109  степени для грибов и бактерий, 
по стандарту мутности по методу Тарасевича. 

Экспонирование биозараженных БПА про-
водили на климатической станции ИФТПС 
им. В.П. Ларионова СО РАН, в течение 1 года. 

Результаты сравнительных испытаний на осе-
вое растяжение приведены в табл. 7.

При сравнении значений предела прочности 
для исходных образцов и биозараженных образ-
цов, экспонированных на открытой площадке 
Якутска в течение 12 месяцев, видно уменьше-
ние предела прочности на 19 % для образцов ди-
аметром 6 мм и на 21 % соответственно для 
образцов диаметром 8 мм.

Заключение
1. В результате выполненных микробиологи-

ческих исследований из компонентов для изго-

Т а б л и ц а  5 
Антагонистическая активность культур (антагонист / тест-культура;  

+ тест положительный; – тест отрицательный)

Ta b l e  5
Antagonistic activity of cultures (antagonist / test culture; + test positive; – test negative)

Метод исследования
Research method

Васillus sp. / 
A. niger

Васillus sp. / 
A. fumidatus

Васillus sp. / 
B. simplex

B. simplex / 
A. niger

B. simplex / 
A. fumidatus

A. niger / 
A. fumidatus

Метод перпендикулярных  
штрихов
Perpendicular stroke method

+ + – + + –

Т а б л и ц а  6 
Фунгицидная активность селектированных штаммов  

(+ тест положительный; – тест отрицательный; (+) тест слабоположительный)

Ta b l e  6
Fungicidal activity of the selected strains  

(+ test is positive; – test is negative; (+) test is weakly positive)

Название 
Name 

Культуры опытной иммобилизации 
Experimental immobilization cultures

Культуры, выделенные  
из фрагментов опытного образца

Cultures isolated from fragments of a prototype
Bacllus sp. В. simplex A. fumigatus A. niger

A. niger + + – –
A. fumigatus + + – –
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товления полимерных композитов (отвердитель 
и базальтовое волокно) методом накопительных 
культур выделены актинобактерии рода Strepto-
myces, спорообразующие бактерии рода Bacillus, 
плесневые грибы рода Aspergillus и Penicillium, 
что свидетельствует о возможном заражении 
образцов при их хранении. Можно предполагать, 
что использование в строительных конструкциях 
контаминированного микроорганизмами матери-
ала будет снижать сроки их эксплуатации. Про-
цессы биодеструкции в готовых изделиях могут 
протекать при взаимодействии органических 
компонентов и микроорганизмов, контаминиру-
ющих эти компоненты, на границах волокно–свя-
зующее–микроорганизмы–связующее–волокно. 

2. В микроскопических препаратах, получен-
ных из смывной жидкости, отобранной с поверх
ности образцов базальтопластиковых композици-
онных материалов, экспонируемых на полигоне 
климатических испытаний в условиях открытой 
экосистемы при экстремально низких температу-
рах окружающей среды (до –42 °С), доля жизне-
способных клеток составила 33 %, из которых 
бактерии заняли 23 %; плесневые грибы – 33 % и 
мицелий образующие актинобактерии – 44 %. 
Это свидетельствует о том, что микроорганизмы, 
способные к образованию мицелия, менее чувст-
вительны к низким температурам, чем бактерии.

3. В опытных образцах полимерных компози-
тов, обработанных микробными спорами, через 
один год экспозиции на полигоне климатиче-
ских испытаний обнаружены клетки бактерий и 
мицелий плесневых грибов, что свидетельствует 
о выживаемости иммобилизованных микроор-
ганизмов в условиях холодного климата. В лабо-
раторно-полевых опытах впервые установлена 
возможность проникновения грибного мицелия 

в структуру базальтопластиковых стержней при 
их экплуатации и экспозиции в условиях откры-
того полигона.

4. Расширен спектр микроорганизмов, спо-
собных контаминировать полимерные компози-
ционные материалы при экстремально-низких 
температурах (до –42 °С). Положено начало фор-
мированию рабочей коллекции-биодеструкторов 
полимерных композитов. Достоверность таксо-
номической принадлежности большинства ми-
кробных штаммов, включенных в рабочую кол-
лекцию, подтверждена современным молеку-
лярно-генетическим методом, построенным на 
основании нуклеотидной последовательности 
16S рРНК гена, а также при детальном изучении 
строения микробных клеток микроскопическим 
методом при помощи растрового электронного 
микроскопа марки JEOLJSM-7800F. 

5. При исследовании влияния различных 
факторов окружающей среды на морфотинкто-
риальные и культурально-биохимические свой-
ства микроорганизмов, включенных в рабочую 
коллекцию, установлен общий признак для ис-
следуемых микробных штаммов, в частности – 
свойство психротрофности, что перспективно 
для биотехнологического применения получен-
ных микроорганизмов в условиях холодного 
климата. Большинство штаммов рабочей кол-
лекции обладают осмотолерантностью и могут 
развиваться в условиях ограниченного доступа 
кислорода, что дает основание для их примене-
ния в субстратах с повышенным содержанием 
солей и замедленным воздухообменом. 

6. При исследовании характера межмикроб-
ных взаимодействий микроорганизмов-биодес-
трукторов установлено, что антагонистическая 
активность бактерий, включенных в рабочую 

Т а б л и ц а  7 
Результаты сравнительных испытаний образцов БПА на осевое растяжение

Ta b l e  7
Results of BPA samples comparative tests for axial tension

Серия БПА
BPA series

Е, ГПа sВ, МПа Е, ГПа sВ, МПа Е, ГПа sВ, МПа

Исходные данные
Initial data

Данные после 12 месяцев 
экспонирования

Data after 12 months  
of exposure

Данные биозараженных  
после 12 месяцев экспонирования 

Bioinfected data  
after 12 months of exposure

Серия 1 (диаметр 6 мм 
Series 1 (diameter 6 mm))

53,2 1120,1 52,7 1205,85 49,7 909,88

Серия 2 (диаметр 8 мм)
Series 2 (diameter 8 mm)

50,8 1003,4 51,2 1023,77 44,7 791,99
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коллекцию, проявляется выше при использо-
вании парного состава культур: Васillus sp.+ 
Васillus simplex в отношении патогенных пле-
сневых грибов рода Aspergillus (A. niger, A. fu-
migates). 

7. В результате сравнительных испытаний 
установлено влияние на прочностные свойства 
базальтопластиковой арматуры криофильных и 
психротрофных плесневых грибов при экспони-
ровании холодного климата: наблюдалось умень-
шение предела прочности на 19–21 %.
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Research of biological effects on basaltoplastic rebars
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Abstract. The study has, for the first time, confirmed the possibility of penetration of the mold fungi my-
celium and spore-forming bacteria into the structure of the basalt fiber reinforced plastic rebars has been 
detected in the laboratory and field experiments. Biological contamination at the «fiber-binding» border 
revealed areas of swelling and penetration of the mold fungi mycelium and bacterial spore cells into the 
binder component. After the exposure of samples at extremely low temperatures, strains of mold fungi of the 
genus Aspergillus and spore-forming bacteria of the genus Bacillus immobilized for samples a year ago 
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were isolated from the surface of the rebars. This indicated the high viability of immobilized strains in the 
cold climates. Aboriginal microflora isolated from the samples by the enrichment culture technique was 
represented by the following: actinobacteria of the genera Nocardia and Streptomyces; yeast of the genus 
Rhodotorula; and mold fungi of the genus Penicillium. The enrichment culture technique proved to be a 
highly informative method of diagnosing the bio-infection of polymer composite materials during their 
operation in extremely low temperatures. The metabolic activity of the cryophilic microorganisms’ cells 
isolated from the experimental samples of the basalt fiber reinforced plastic rebars was associated with the 
features of the enzymes and fatty acid composition of the lipid bilayer of cell membranes. They were in a 
liquid-crystalline state in the optimal conditions for cryophilic microorganisms. In the case of temperature 
conditions when conventional (mesophilic) microorganisms stopped developing the vegetative cells, the 
transition process of the lipid bilayer of the cell membranes into a gel-like state was activated. The transi-
tion of the lipid bilayer to a gel-like state allowed the prevention of crystallization and death of the micro-
bial cell when the ambient temperature dropped to the negative values. As a result, after thawing, growth 
resumed and the metabolic activity of the microorganisms was restored. We have also studied the effect of 
biodepletion on the elastic strength characteristics. After a year of exposure, the strength preservation coef-
ficient was k = 0,82. The results showed that the selected strains affect the properties of polymeric materials 
in the cold climates in relation to the organic components in the structure of polymer composites. 

Keywords: polymer composite materials, basaltplastic rebar, microorganisms, cultures, cryophilicity, 
biodestructors. 
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