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Аннотация. Методами атомно-силовой микроскопии (АСМ) и спектрофотометрии (СФ) исследован эффект 
воздействия воды, подвергнутой кавитации и выдержанной после кавитационного воздействия на нее 
в течение восьми месяцев, на фермент пероксидазы хрена (ПХ). В сравнении с контрольным образцом 
фермента, не обнаружено существенных изменений адсорбции ПХ на свежесколотой слюде. Напротив, 
ферментативная активность ПХ после инкубации в воде, подвергнутой кавитации восемь месяцев назад, 
снижалась в два раза после выдержки раствора фермента в воде, подвергнутой кавитации, по сравнению 
с контрольным образцом фермента. Обнаруженный эффект следует учитывать в разработке биотехнологи-
ческих процессов, в которых предполагается использование кавитации жидких сред.
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Abstract. The effect of water subjected to cavitation and kept after cavitation for 8 months on the enzyme horse-
radish peroxidase (HRP) was studied using atomic force microscopy (AFM) and spectrophotometry (SP). No sig-
nificant changes in the adsorption of HRP on freshly cleaved mica were detected compared to the control enzyme 
sample. On the contrary, the enzymatic activity of HRP after incubation in water subjected to cavitation 8 months 
ago decreased twofold. After keeping the enzyme solution in water subjected to cavitation, compared to the con-
trol enzyme sample. The detected effect should be considered in the development of biotechnological processes 
that involve the use of liquid media cavitation.
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и   2 , 2 ′-а з и н о - б и с (3 - э т и л б е н з о т и а з о л и н- 6 -
сульфонат) (АБТС), который так же был приоб-
ретен в Sigma (Cat. #A-1888). Пероксид водорода 
(H2O2, ч.д.а.), лимонная кислота (ос.ч.) и одно-
замещенный фосфат натрия (Na2HPO4, ч.д.а.) 
были приобретены в Реахим (Москва). 2 мМ фос-
фатно-солевой буфер в модификации Дульбекко 
(ФСБ-Д; pH 7,4) готовили путем растворения 
готовой смеси солей (Pierce, США) в  ультрачи-
стой деионизированной воде. Все растворы, 
использованные в  экспериментах, готовили, 
используя ультрачистую воду (18.2 MОм × см), 
очищенную с помощью установки Simplicity UV 
(Millipore, Франция).

Водопроводная вода
В о д о п р о в о д н а я  в о д а  с о о т в е т с т в о в а л а 
ГОСТ Р 51232-98 и была отобрана из водопрово-
дной сети. ГОСТ  Р 51232-98 распространяется 
на  питьевую воду, производимую и  подавае-
мую централизованными системами питьевого 
водоснабжения, и устанавливает общие требо-
вания к организации и методам контроля каче-
ства питьевой воды.

Эксперименты на гидродинамическом генераторе
Для кавитационной обработки воды использо-
вали гидродинамический генератор (ГДГ), изго-
товленный в  ООО  ВФ "АВК-БЕТА". ГДГ состоял 
из  статора и  ротора, изготовленных из  пище-
вой нержавеющей стали. В статоре имеется паз 
глубиной 9  мм и  шириной 12  мм на  среднем 
радиусе 75  мм. Через 300  мм в  статоре разме-
щены радиальные пазы шириной 12 мм. На сред-
нем радиусе 75 мм на роторе имеется шип глуби-
ной 9 мм и шириной 12 мм. Через 300 мм в роторе 
размещены так же ра диа льные пазы шири-
ной 12 мм. Зазор между пазом статора и шипом 
ротора составляет 0,3  мм. Скорость вращения 
ротора составляла 5400 об/мин. Поэтому средняя 

ВВЕДЕНИЕ
В последнее десятилетие неуклонно растет число 
научных публикаций, посвященных изучению 
кавитационных процессов в жидкости и исполь-
зованию этих процессов в  биотехнологии  [1] 
и  синтезе наноматериалов  [2]. Так, сообща-
ется о  перспективности использования кави-
тационных процессов для обработки шлама [3], 
очистки сточных вод [4, 5], в пищевой промыш-
ленности [6, 7] и биомедицине [1].

В этой связи важно отметить, что кавитаци-
онная обработка воды приводит к изменению 
ее физико-химических свойств  [8]. Учитывая 
растущий интерес к  использованию методов 
кавитационной обработки водных сред в био-
технологии  [1], необходимо изучение возмож-
ных эффектов водной среды, прошедшей кави-
тационную обработку, на свойства ферментных 
систем.

Ранее на  примере пероксидазы хрена (ПХ) 
было продемонстрировано, что движение жид-
костей (как воды [9, 10], так и неводных жидко-
стей [11–16]) и пара [17] может влиять на свойства 
ферментов. Это влияние объясняется возник-
новением электромагнитных полей при дви-
жении жидкостей вследствие трибоэлектриче-
ского эффекта [18–20]. На  самом деле внешние 
электромагнитные поля оказывают заметное 
влияние на  физико-химические свойства ПХ 
[21–30].

В  настоящей работе продолжено исследова-
ние воздействия водной среды, подвергнутой 
кавитационному воздействию, на свойства ПХ 
методами атомно-силовой микроскопии (АСМ) 
и  спектрофотометрии (СФ). В  отличие от  пер-
вой части работы, в настоящем исследовании 
изучали эффект воздействия кавитационной 
воды на ПХ через восемь месяцев после кавита-
ционной обработки воды. В этом случае инку-
бация пробирки с раствором ПХ в кавитацион-
ной воде не приводила к изменению адсорбци-
онных свойств ПХ на слюде. Напротив, методом 
СФ было зарегистрировано существенное сни-
жение ферментативной активности ПХ после 
инкубации раствора фермента в воде, подвер-
гнутой кавитации за восемь месяцев до инку-
бации в ней фермента, в сравнении с контроль-
ным образцом фермента, инкубированным 
в водопроводной воде.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Использованные реактивы
Как и  в первой части исследования, в  насто-
я щ е й р а б о т е  ис по л ь з ов а л и ф е рме н т П Х, 
вы де ленный из  х рена (Sig ma, Cat. #6782), 

Рис.1. Фотоизображение гидродинамического генератора 
в сборе
Fig.1. Photographic image of hydrodynamic generator assembly
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скорость движений воды, движущейся по пазу 
статора, составляла 42 м/с. Кавитационные про-
цессы происходят в радиальных пазах статора 
и ротора. ГДГ работает как центробежный насос 
со скоростью обработки воды (при однократном 
пропускании) не менее 5 л/мин. Потребляемая 
мощность установки при работе на частоте пита-
ния 50 Гц – до 8,5 кВт. При работе ГДГ в звуковом 
диапазоне наблюдаются частоты выше 18 кГц. 
Основная несущая частота образования зон 
кавитации при частоте электропитания двига-
теля 50 Гц составляла 1,9 кГц. Температура воды 
составляла 70 °C. Фотоизображение ГДГ в сборе 
представлено на рис.1.

Инкубация фермента в кавитационной воде
Для  исследования воздействия кавитацион-
ной воды на ПХ 1 мл 10–7 М раствора этого фер-
мента в 2 мМ ФСБ-Д (рабочий раствор ПХ) поме-
щали в  одноразовую полипропиленовую про-
бирку с  раствором белка номинальным объе-
мом 1,7 мл. Эту пробирку помещали в стеклян-
ный стакан объемом 2 л, наполненный водой, 
подвергнутой кавитации восемь месяцев назад 
(рис.2), и выдерживали в этом стакане при тем-
пературе 23 °С в течение трех часов.

Пробирку с контрольным образцом раствора 
ПХ инкубировали в стакане объемом 2 л с водо-
проводной водой, не подвергнутой кавита-
ции. Стакан с водопроводной водой размещали 
на расстоянии 10 м от стакана с водой, подвер-
гнутой кавитации восемь месяцев назад. Время 
инкубации пробирки с  контрольным образ-
цом ПХ в стакане с водопроводной водой также 
составляло три  часа. Рабочий и  контрольный 
образцы раствора ПХ затем исследовали мето-
дами АСМ и СФ.

Измерения физико-химических свойств ПХ
АСМ и  СФ измерения проводили точно так 
же, как описано в первой части нашей работы 
и наших предыдущих статьях [9, 10, 12–16, 21–30]. 
Коротко, ПХ адсорбировали на подложки из све-
жесколотой слюды методом непосредственной 
адсорбции [31] из рабочего и контрольного рас-
творов, инкубированных, как описано в преды-
дущем разделе ("Инкубация фермента в  кави-
тационной воде"). АСМ-измерения проводили 
на приборе NTEGRA Prima (NT-MDT, Зеленоград, 
Ро сс и я) в  р е ж име пр еры вис того конта к та 
с   и с п о л ь з о в а н и е м  к а н т и л е в е р о в  N S G -10 
(TipsNano, Эстония) с  ра диусом иглы 10  нм. 
Общее число объектов, визуализированных 
на  АСМ-изображениях для  каж дого образца, 
составляло не менее 200 шт.

СФ-измерения проводили на  спектрофото-
метре модели 8453 (Agilent Deutschland GmbH, 
ФРГ) в кварцевой кювете с длиной оптического 
пути 1 см при длине волны 405 нм по методике, 
разработанной в [32].

Анализ данных
Анализ данных АСМ проводили по методике, опи-
санной в [33]. Относительное распределение коли-
чества объектов по высотам ρ(h) рассчитывали как:

	 ρ(h) = (Nh/N) × 100%,

где Nh – число визуализированных на подложке 
частиц с  высотой h, а  N  –  общее количество 
визуализированных на подложке частиц.

Аб с о л ю т но е ч ис ло ви з у а л и зи р ов а н н ы х 
на  подложке частиц, нормированное на  пло-
щадь 400  мкм 2, рассчитывали по  описанию 
в первой части нашей работы и в [33].

Активность фермента относительно его суб-
страта АБТС определяли, как описано нами в [22].

Рис.2. Схема эксперимента по инкубации раствора ПХ 
для изучения эффекта воздействия воды, подвергнутой 
кавитации восемь месяцев назад, на раствор фермента 
ПХ. Пробирку с рабочим образцом раствора ПХ (1) инку-
бировали в стакане с водой, подвергнутой кавитации. 
Пробирку с контрольным образцом раствора ПХ (2) инку-
бировали в стакане с водопроводной водой, который раз-
мещали на расстоянии 10 м от стакана с водой, подвер-
гнутой кавитации восемь месяцев назад
Fig.2. Schematic of the experiment on incubation of the 
HRP solution to study the effect of water subjected to cav-
itation 8 months ago on the enzyme solution. A test tube 
with a working sample of the HRP solution (1) was incu-
bated in a beaker with water subjected to cavitation. A 
test tube with a control sample of the HRP solution (2) was 
incubated in a glass with tap water, which was placed at 
a distance of 10 m from the glass with water subjected to 
cavitation 8 months ago

10 м | m

1 2
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столбцы), так и из контрольного образцов рас-
творов ПХ (рис.4, синяя кривая; рис.5, синие 
столбцы) практически одинаково. В самом деле 
из  рабочего раствора на  слюду адсорбирова-
лось 566 частиц/400 мкм2, а из контрольного рас-
твора адсорбировалось 502  частицы/400  мкм2. 
При этом как из  рабочего, так и  из контроль-
ного образцов ПХ адсорбировалась на  слюду 
в  виде смеси ее мономерной и  олигомерной 
форм со значительным (~30%) содержанием 
мономерной формы, соответствующей части-
цам с  высотами 1,0±0,2  нм  [21]. Таким обра-
зом, по  данным, полученным методом АСМ, 
можно сделать вывод об отсутствии влияния 
воды, подвергнутой кавитации восьми  меся-
цев наза д, на  а дсорбционные свойства П Х 
на  слюде  –  в  отличие от  случая, описанного 
в первой части нашего исследования.

Отметим, что ферментативная активность ПХ 
после трех часов инкубации образца фермента 
в  стакане с  водой, подвергнутой кавитации, 
была значительно снижена относительно актив-
ности фермента в  контрольном образце, что 
отчетливо иллюстрируется полученными зави-
симостями A405(t), представленными на рис.6.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На рис.3 показаны типичные АСМ-изображения 
поверхности подложек из свежесколотой слюды, 
инкубированных в  рабочем и  контрольном 
образцах раствора ПХ.

И з  АС М-и з о б р а ж е н и й, п р е дс т а в ле н н ы х 
на  рис.3, видно, что как из  рабочего, так и  из 
контрольного образцов исследуемый фермент 
адсорбировался на поверхность свежесколотой 
слюды в форме компактных объектов. Для опре-
деления адсорбционных свойств ПХ и точного 
подсчета числа и  определения высот адсорби-
рованных на слюде частиц ПХ требуется постро-
ение относительного распре деления коли-
чества визуализированных частиц по  высо-
там ρ(h) и  анализ распределения абсолютного 
числа визуализированных объектов по высотам 
N400(h). Полученные для  рабочего и  контроль-
ного образцов растворов ПХ графики ρ(h) и гисто-
грамма N400(h) представлены на  рис.4 и  рис.5, 
соответственно.

Пр е дс т а в ле н н ые н а  рис.4  и  рис.5  д а н-
ные показывают, что высоты и  число частиц 
ПХ, адсорбированных на  слюду как из  рабо-
чего (рис.4, красная кривая; рис.5, красные 
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Рис.3. Типичные АСМ-изображения поверхности подложек из свежесколотой слюды, инкубированных в исследованных об-
разцах раствора ПХ. Образец раствора ПХ инкубировали в течение трех часов в стакане с водой, подвергнутой кавита-
ции восемь месяцев назад (a, рабочий образец) или в стакане с водопроводной водой, расположенном в 10 м от стакана 
с кавитационной водой (b, контрольный образец). Экспериментальные условия: 10–7 М ПХ в 2 мМ ФСБ-Д, pH 7,4, T= 23 °С, 
время инкубации 3 ч. Размер каждого скана 2×2 мкм
Fig.3. Typical AFM images of the surface of freshly cleaved mica substrates incubated in the studied samples of HRP solution. The HRP 
sample solution was kept for 3 hours in a beaker with water subjected to cavitation 8 months ago (a, working sample), or in a beaker 
with tap water placed 10 m away from the beaker with cavitational water (b, control sample). Experimental conditions: 10–7 M HRP in 
2 mM PBS-D, pH 7.4, T=23 °C, incubation time 3 hours. The size of each scan is 2×2 μm

Нанотехнологии



199

Vol. 18 No. 3–4 2025

ПХ инкубировали в  воде сразу после кавита-
ционного воздействия на  нее, что приводило 
к  значительному изменению адсорбционных 
свойств фермента при сохранении его фермен-
тативной активности. В  противоположность 
данным, полученным в первой части исследо-
вания, в  настоящем исследовании не наблю-
далось изменений адсорбционных свойств ПХ 
на  свежесколотой слюде. В  то же время после 
инкубации раствора ПХ в  воде, подвергнутой 
кавитации восемь месяцев назад, его фермен-
тативная активность снижалась в  два  раза  по 
сравнению с контрольным образцом фермента. 
Наблюдаемый эффект можно объяснить тем, 
что после кавитационной обработки при 70 °С 
вода может переходить в  новое равновесное 
состояние, как отмечено ранее Першиным [34]. 
Такое изменение состояния воды и  вызывает 

В  самом деле, активность ПХ в  контрольном 
образце была 134,7 ед./(мл раствора фермента), 
в то время как в рабочем образце активность ПХ 
была лишь 61,6 ед./(мл раствора фермента). То 
есть инкубация раствора ПХ в воде, подвергну-
той кавитации восемь месяцев назад, приводила 
к двукратному снижению активности фермента.

ОБСУЖДЕНИЕ
В  работе были проведены исследования влия
ния инкубации раствора ПХ в воде, подвергну-
той кавитации за  восемь  месяцев до  инкуба-
ции. Аналогично предыдущим работам [9, 10, 
12–16, 21–30] использовали метод АСМ для опре-
деления а дсорбционных свойс тв фермента 
на  слюде и  метод СФ для  определения фер-
ментативной активности ПХ. В  первой части 
нашего исследования исследуемые растворы 
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Рис.4. Графики распределений относительного количе-
ства визуализированных объектов по высотам ρ(h), по-
лученные для исследованных образцов раствора ПХ. 
Образец выдерживали в течение трех часов в стакане 
с водой, подвергнутой кавитации восемь месяцев назад 
(рабочий образец, красная кривая), или в стакане с во-
допроводной водой, расположенном в 10 м от стака-
на с кавитационной водой (контрольный образец, синяя 
кривая). Экспериментальные условия: 10–7 М ПХ в 2 мМ 
ФСБ-Д, pH 7,4, T = 23 °С, время инкубации 3 ч
Fig.4. Distribution plots of the relative number of visualized 
objects with heights ρ(h) obtained for the studied samples of 
HRP solution. The sample was kept for 3 hours in a beaker with 
water subjected to cavitation 8 months ago (working sample, red 
curve) or in a beaker with tap water placed 10 m from the beaker 
with cavitation water (control sample, blue curve). Experimental 
conditions: 10–7 M HRP in 2 mM PBS-D, pH 7.4, T = 23 °С, incu-
bation time 3 hours
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Рис.5. Гистограммы абсолютного числа визуализированных 
объектов (нормированные на площадь 400 мкм2) в зависи-
мости от высот объектов N400(h), полученные для исследо-
ванных образцов раствора ПХ. Образец выдерживали в тече-
ние трех часов в стакане с водой, подвергнутой кавитации 
восемь месяцев назад (рабочий образец, красные столбцы), 
или в стакане с водопроводной водой, расположенном в 10 м 
от стакана с кавитационной водой (контрольный обра-
зец, синие столбцы). Экспериментальные условия: 10–7 М ПХ 
в 2 мМ ФСБ-Д, pH 7,4, T = 23 °С, время инкубации 3 ч
Fig.5. Histograms of the absolute number of visualized objects (nor-
malized to an area of 400 μm2) depending on the heights of objects 
N400(h), obtained for the studied samples of the HRP solution. The 
sample was kept for 3 hours in a beaker with water subjected to 
cavitation 8 months ago (working sample, red bars) or in a beaker 
with tap water placed 10 m from the beaker with cavitation water 
(control sample, blue bars). Experimental conditions: 10–7 M HRP in 
2 mM PBS-D, pH 7.4, T = 23 °С, incubation time 3 hours
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ПХ после воздействия воды, подвергнутой кави-
тации восемь  месяцев назад. А  именно, актив-
ность ПХ в реакции окисления АБТС в присутствии 
H2O2 снижалась в два раза после трехчасовой инку-
бации 10–7 М раствора фермента в воде, подвергну-
той кавитации восемь месяцев назад в сравнении 
с образцом фермента, инкубированным в водопро-
водной воде также в течение трех часов. При этом 
не наблюдалось изменений адсорбционных свойств 
фермента. Учитывая все возрастающий интерес 
к использованию кавитационных процессов в био-
технологии и пищевой промышленности, обнару-
женный нами эффект следует принимать во вни-
мание при разработке технологических процессов, 
предполагающих использование явления кавита-
ции в жидкости.
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