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Аннотация. Природные цеолиты эффективно используются в качестве удобрений, субстратов и 
носителей для пестицидов, а также сорбентов при восстановлении загрязненных почв. Поскольку 
наноструктурные минералы обладают уникальными физико-химическими свойствами, прежде чем 
использовать их на практике, они должны быть проверены на наличие токсичности и генотоксич-
ности. Впервые нами проведена проверка мутагенных и антимутагенных свойств наноструктур-
ной водно-цеолитной суспензии с использованием 2-х бактериальных тест-систем: теста Эймса 
и SOS-lux теста. Согласно полученным данным, наноструктурная водно-цеолитная суспензия не 
обладает мутагенной активностью в исследованном диапазоне концентраций (0,75–400 мкг/мл). 
Для оценки антимутагенной активности наноструктурной водно-цеолитной суспензии выбраны 
различные типы мутагенов: митомицин С, этилметансульфонат, 2,4-динитрофенилгидразин, а 
также ДНК-повреждающие агенты – офлоксацин и перекись водорода. Показан значительный ан-
тимутагенный эффект наноструктурной водно-цеолитной суспензии в концентрации 200 мкг/мл 
в отношении митомицина С в SOS-lux тесте (ингибирование мутагенной активности составило 
50,0%) и 2,4-динитрофенилгидразина в тесте Эймса (ингибирование – 62,0%). Для остальных мута-
генов отмечен слабый антимутагенный эффект (17,0% для этилметансульфоната), а в отноше-
нии офлоксацина и перекиси водорода антимутагенный эффект отсутствует. Различия в антиму-
тагенном эффекте можно объяснить тем, что цеолиты отрицательно заряжены, поэтому могут 
захватывать только положительные (или нейтральные) молекулы. Следовательно, антимутаген-
ный эффект наноструктурной водно-цеолитной суспензии будет зависеть от заряда молекулы му-
тагена. На основании полученных результатов можно считать наноструктурную водно-цеолитную 
суспензию безопасной для окружающей среды, что позволяет использовать ее по агропромышлен-
ному назначению в качестве удобрения при выращивании сельскохозяйственных культур. 
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тагенные и антимутагенные свойства

Финансирование. Работа выполнена в рамках государственного задания №FMEG-2021-0003, реги-
страционный номер 121021600147-1.

Для цитирования: Дегтярева И. А., Бабынин Э. В., Прищепенко Е. А. Оценка биобезопасности на-
ноструктурных минералов, разработанных для применения в качестве удобрений // Известия вузов. 
Прикладная химия и биотехнология. 2022. Т. 12. N 3. С. 438–446. https://doi.org/10.21285/2227-2925-
2022-12-3-438-446.

© Дегтярева И. А., Бабынин Э. В., Прищепенко Е. А., 2022



Дегтярева И. А., Бабынин Э. В., Прищепенко Е. А. Оценка биобезопасности ...
Degtyareva I. A., Babynin E. V., Prishchepenko E. A. Nanostructured minerals ...

439https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour

PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY

Original article

Nanostructured minerals developed to be used as fertilizers: 
biosafety evaluation

Irina A. Degtyareva, Eduard V. Babynin, Elena A. Prishchepenko
Scientific Institution Tatar Scientific Research Institute of Agricultural Chemistry and Soil Science – Subdivision 
of the Federal State Budgetary Institution of Science «Kazan Scientific Center of the Russian Academy of 
Sciences», Kazan, Russian Federation
Corresponding author: Irina A. Degtyareva, peace-1963@mail.ru 

Abstract. Natural zeolites are effectively used as fertilizers, substrates, and pesticide carriers, as well as 
sorbents in the remediation of contaminated soils. Since nanostructured minerals exhibit unique physicochemical 
properties, they must be tested for toxicity and genotoxicity prior to their use in practice. The mutagenic and 
antimutagenic properties of a nanostructured water-zeolite suspension were first tested using two bacterial 
test systems: Ames test and SOS-lux test. According to the obtained data, the nanostructured water-zeolite 
suspension exhibits no mutagenic activity within the analyzed concentration range (0.75–400 µg/mL). In 
order to assess the antimutagenic activity of the nanostructured water-zeolite suspension, different types of 
mutagens were selected: mitomycin C, ethyl methanesulfonate, 2,4-dinitrophenylhydrazine, as well as DNA-
damaging agents (ofloxacin and hydrogen peroxide). A significant antimutagenic effect of the nanostructured 
water-zeolite suspension at 200 μg/mL was shown against mitomycin C in the SOS-lux test (50.0% inhibition of 
mutagenic activity) and 2,4-dinitrophenylhydrazine in the Ames test (62.0% inhibition). For the other mutagens, 
a weak antimutagenic effect was observed (17.0% for ethyl methanesulfonate), while no antimutagenic effect 
was reported for ofloxacin and hydrogen peroxide. These differences can be attributed to the negative charge in 
zeolites, meaning that they can capture only positive (or neutral) molecules. Therefore, the antimutagenic effect 
of the nanostructured water-zeolite suspension depends on the charge of the mutagen molecule. According to 
the obtained results, the nanostructured water-zeolite suspension can be considered environmentally friendly, 
which allows it to be used for agro-industrial purposes as a fertilizer in the production of crops.

Keywords: nanostructured water-zeolite suspension, biosafety, minerals, nanostructured water-zeolite 
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ВВЕДЕНИЕ
Наноматериалы обладают уникальными фи-

зико-химическими свойствами и представляют 
собой универсальные каркасы для функционали-
зации биомолекул. По этим причинам в течение 
последних лет область нанотехнологий вызы-
вает повышенный интерес к науке о растениях, 
особенно в отношении применения наноматери-
алов в качестве носителей агрохимикатов или 
биомолекул, а также огромного потенциала для 
повышения урожайности сельскохозяйственных 
культур [1]. Нанотехнологии достаточно широко 
применяются в сельском хозяйстве. Сообщается 
как о положительном влиянии наночастиц на рост 
растений [2], так и об отрицательном эффекте [3]. 
Потеря плодородия почв из-за интенсивных мето-
дов ведения сельского хозяйства компенсируется 
использованием большого количества удобре-
ний для повышения урожайности выращиваемых 

культур. Однако эффективность использования 
обычных удобрений едва ли превышает 30–40% 
[4]. Наноудобрения, предотвращая нежелатель-
ные потери питательных веществ за счет прямой 
интернализации растениями, избегают взаимо-
действия питательных веществ с почвой, водой, 
воздухом. 

Так, применение пористых наноматериалов, 
таких как цеолиты, глина или хитозан, значитель-
но снижает потери азота за счет регулирования 
высвобождения в зависимости от потребности 
и усиления процесса поглощения растениями 
[5]. Способность цеолитов, обладающих силь-
ной адсорбционной и ионообменной емкостью, 
в значительной степени используется в сельско-
хозяйственных, промышленных, экологических и 
биологических технологиях [6]. Цеолиты характе-
ризуются способностью обратимо терять и полу-
чать воду и осуществлять обмен составляющих 
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катионов без существенных изменений структуры 
[7]. Природные цеолиты применяют для улучше-
ния структуры почвы, производства кормовых до-
бавок в животноводстве, очистки воды, радиоза-
щиты, изготовления пищевых добавок и т.д. Уста-
новлено, что цеолиты повышают эффективность 
использования удобрений [8]. 

Однако активное применение нанотехнологий 
вызывает озабоченность по поводу токсикологи-
ческих последствий воздействия для нецелевых 
мишеней. Отмечается, что одни и те же свойства, 
которые делают наноматериалы настолько уни-
кальными, не гарантируют отсутствие потенци-
альной токсичности [9]. Широкое использование 
наночастиц в различных областях приводит к их 
случайному выбросу в земную, водную и атмос-
ферную среду. Растения являются важным ком-
понентом этих экосистем, и взаимодействие на-
ночастиц приводит к поглощению и накоплению 
их в биомассе растений и определяет перенос 
наночастиц в окружающей среде [10]. В организм 
растений наночастицы могут попадать разными 
путями, а скорость поглощения зависит от их 
размера, формы, концентрации и поверхностно-
го заряда [11, 12]. Наночастицы адсорбируются 
на различных поверхностях растений, и их по-
следующее поглощение происходит через отвер-
стия растений в микрометровом и нанометровом 
диапазоне. В нескольких работах представле-
ны данные об отсутствии ДНК-повреждающих 
свойств у нанобентонита и нанофосфорита [13, 
14]. Показано наличие у некоторых цеолитсодер-
жащих пород негативных биомедицинских эф-
фектов (цитотоксических, мутагенных, канцеро-
генных) по отношению к организму человека [15]. 
Доказано, что мутагенные эффекты обусловле-
ны стимуляцией перекисного окисления липидов 
[16]. Описан профилактический эффект цеоли-
тов на интоксикацию фосфорорганическими от-
равлениями [17]. Так, увеличение числа случаев 
опухолей легких и мезотелиомы наблюдается в 
длительных ингаляционных исследованиях крыс 
и хомяков, обработанных микроразмерными ог-
неупорными керамическими волокнами, содер-
жащими каолин в качестве основного компонен-
та [18]. По мере того, как новые наноматериалы 
синтезируют с тщательным контролем размеров 
и свойств поверхности, остается важной оценка 
их токсичности до применения на практике. По-
этому несомненна важность изучения биобезо-
пасности наноматериалов. 

Цель исследования – оценка мутагенных и ан-
тимутагенных свойств наноструктурной водно-це-
олитной суспензии в бактериальных тестах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Мутагенная активность наноструктурной водно- 

цеолитной суспензии исследована в тесте Эйм- 
са [19]. Использовали индикаторные штаммы 
Salmonella typhimurium TA1535 (генотип hisG46, 
rfa, uvrB), TA1538 (генотип hisD3052, rfa, uvrB). 
Штамм S. typhimurium TA1535 содержит мутации 

в гене hisG, что приводит к аминокислотной за-
мене лейцина на пролин (мутация замены пары 
оснований). Штамм S. typhimurium TA1538 имеет 
делецию 1 пары оснований в гене hisD, что вы-
зывает мутацию типа сдвига рамки считывания. 
Это приводит к изменению 2-х аминокислот и 
появлению стоп-кодона внутри гена. Реверсии 
к His+ фенотипу у этих штаммов таким образом 
требуют различных молекулярных изменений в 
гене. Для оценки влияния наноструктурной водно-
цеолитной суспензии на SOS-ответ использовали 
индикаторный штамм S. typhimurium TAR5, спо-
собный к биолюминесценции, в ответ на ДНК-
повреждающие агенты. Штамм был получен 
авторами в результате трансформации штамма  
S. typhimurium ТА1535 плазмидой pDEW238. 
Данная плазмида, содержащая luxCDABE 
– оперон под контролем recA промотора, 
предоставлена Rachel Rozen (The Hebrew UniIer-
sity of Jerusalem, Израиль).

Ночную культуру S. typhimurium (109 клеток/мл)  
в 0,015 М фосфатном буфере (рН 7,4) инкубиро-
вали с тестируемым соединением в различных 
концентрациях при температуре 37 °С в тече-
ние 90 мин без встряхивания. После инкубации  
2,5 мл расплавленного верхнего агара (0,6% ага-
ра; 0,6% NaCl; 0,05 мМ L-гистидина; 0,05 мМ био-
тина; рН 7,4 при 45 °С) добавляли в пробирки, и 
смесь наносили на минимальную агаризованную 
среду (1,5% агар, среда Фогеля-Боннера, содер-
жащая 2,0% глюкозы) и инкубировали при темпе-
ратуре 37 °С в течение 66 ч. Затем подсчитывали 
число колоний His+ ревертантов, выросших на 
поверхности агара. В качестве позитивного кон-
троля использовали 2,4-динитрофенилгидразин 
для штамма ТА1538 и этилметансульфонат для 
TA1535. Все эксперименты проводили в 3-х по-
вторностях.

Для оценки антимутагенного эффекта мута-
ген и тестируемое соединение вносили в верхний 
слой агара одновременно. Позитивный и негатив-
ный контроли включали в каждом анализе. Расчет 
антимутагенного эффекта сделан в соответствии 
с формулой:

Антимутагенный эффект = [М-Т/М] × 100%, 
где Т – число ревертантов на чашках в присутствии 
мутагена и тестируемого соединения; М – число 
ревертантов на чашках только с мутагеном. 

Антимутагенный эффект может быть слабым 
(менее 25%), умеренным (25–40%) и сильным 
(более 40%) [20]. Определение мутагенной ак-
тивности тестируемого вещества с помощью  
SOS-lux теста выполнено по работе Д. Л. Купера и  
С. Т. Ловетт [21], aнтимутагенность рассчиты-
вали по исследованию Г. Кальдини и соавторов 
[22]. В качестве мутагенов изучали митомицин С, 
офлоксацин и перекись водорода.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Полученные данные по оценке мутагенных и 

антимутагенных свойств наноструктурной водно-
цеолитной суспензии в тесте Эймса указывают 
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на то, что тестируемое соединение не повышает 
ни частоту мутаций замены пар оснований у 
штамма S. typhimurium TA1535, ни типа сдви-
га рамки считывания у S. typhimurium штамма 

TA1538 (рис.1, 2). 
Следовательно, наноструктурная водно-цео-

литная суспензия безопасна в использовании, т.к. 
не проявляет мутагенной активности.

В экспериментах по определению антимута-
генной активности тестируемого соединения в 
тесте Эймса использованы соответствующие для 
каждого штамма мутагены. В полученных данных 
выявления антимутагенных свойств нанострук-
турной водно-цеолитной суспензии (см. рис. 2) 
со штаммом S. typhimurium ТА1538 наблюдается 

значительный антимутагенный эффект (62,0%), в 
то время как со штаммом S. typhimurium ТА1535 
– слабый (17,0%), кроме того, различия недосто-
верные.

Из результатов экспериментов следует, что 
наноструктурная водно-цеолитная суспензия в 
тесте Эймса проявляет антимутагенный эффект 
в отношении 2,4-динитрофенилгидразина, но в 
отношении этилметансульфоната достоверных 
отличий не обнаружено.

Следующим этапом являлось исследование 
биолюминесценции штамма S. typhimurium TAR5 
в ответ на действие наноструктурной водно-цео-
литной суспензии (рис. 3). Если в присутствии ис-
следуемого соединения уровень биолюминесцен-
ции возрастает в 2 раза по сравнению с фоновым, 
вещество можно считать SOS-индуктором, т.е. оно 
обладает ДНК-повреждающими свойствами. Из ре-
зультатов экспериментов следует, что нанострук-
турная водно-цеолитная суспензия при различных 
концентрациях в диапазоне от 0,75–400,0 мкг/мл 
 не обладает ДНК-повреждающими свойствами. 

Тем же методом проверены антимутагенные 
свойства наноструктурной водно-цеолитной су-
спензии в отношении различных индукторов 
SOS-ответа, таких как митомицин С, офлоксацин 
и перекись водорода (H2O2). Этилметансульфонат 
производит случайные мутации в генетическом 
материале путем замены нуклеотидов, обычно 
путем алкилирования гуанинов с образованием 
O6-этилгуанина. Во время репликации ДНК-поли-
меразы, которые катализируют этот процесс, ча-
сто размещают тимин вместо цитозина напротив 
O6-этилгуанина [23]. Митомицин C – антибиотик, 
выделенный из Streptomyces caespitosus, также 
классифицируется как алкилирующий агент, но, 
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результатов экспериментов следует, что наноструктурная водно-цеолитная суспензия при различных 
концентрациях в диапазоне от 0,75–400,0 мкг/мл не обладает ДНК-повреждающими свойствами.  
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S. typhimurium при различных концентрациях наноструктурной водно-цеолитной суспензии 
Fig. 3. Bioluminescence intensity of the TAR5 strain 

S. typhimurium at different concentrations of nanostructured water-zeolite suspension 
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являются H2O2, офлоксацин и 2,4-динитрофенилгидразин, ингибирование не отмечено. 
Следовательно, тестируемое соединение не проявляет антимутагенного эффекта. 
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индукторами SOS-ответа являются H2O2, офлок-
сацин и 2,4-динитрофенилгидразин, ингибирова-
ние не отмечено. Следовательно, тестируемое 
соединение не проявляет антимутагенного эф-
фекта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты свидетельствуют об 

отсутствии мутагенной активности наноструктур-
ной водно-цеолитной суспензии. Кроме того, при 
совместном инкубировании она проявляет в от-
ношении некоторых мутагенов антимутагенный 

эффект, который может зависеть от специфи-
ческих взаимодействий между наноструктурной 
водно-цеолитной суспензией и мутагеном.

Таким образом, изучена биобезопасность на-
ноструктурной водно-цеолитной суспензии, ко-
торая не проявляет мутагенной активности в ис-
следованиях на бактериальных тест-системах. 
Поэтому ее можно считать безопасной для окру-
жающей среды и использовать по агропромыш-
ленному назначению в качестве компонента для 
удобрения при выращивании сельскохозяйствен-
ных культур. 
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