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КУЛЬТУРАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ ШТАММА Т. VIRIDE Ф-84

Из почв, загрязненных меркаптанами нами был выделен штамм 
мицелиального гриба Trichoderma viride Ф-84 [1], который является 
эффективным продуцентом внеклеточной тиолоксидазы. Под дейст­
вием фермента, меркаптаны эффективно окисляются молекулярным 
кислородом до дисульфидов. Поскольку последние более гидрофоб- 
ны, чем меркаптаны, они легко десорбируются с гидрофильных по­
верхностей загрязненных объектов. Данные свойства фермента, мер­
каптанов и дисульфидов были положены в основу разрабатываемого 
ферментного препарата. Препарат предназначен для применения в га­
зовой промышленности в качестве средства, удаляющего запах мер­
каптанов с загрязненных поверхностей (одежды, металлоконструкций, 
почвы). В процессе создания препарата были разработаны три компо­
зиции на основе культуральной жидкости (КЖ) гриба Trichoderma 
viride Ф-84:

- № I -  не разбавленная КЖ;
- № II -  разбавленная в два раза дистиллированной водой КЖ;
- № III -  разбавленная в три раза дистиллированной водой КЖ.
Для сравнения эффективности трех композиций ферментного

препарата была разработана методика определения соотношения суб- 
страт/продукт (этилмеркаптан/диэтилдисульфид). В основу методики 
положено определение удельного содержания этилмеркаптана и ди- 
этилдисульфида в газовой фазе реактора с помощью ГЖХ.

В качестве реактора использовали эксикатор объемом 2,1 дм3, 
на дно которого помещали 0,1 см3 этилмеркаптана, а на решетку обра­
зец х/б ткани массой (2,86 ± 0,05) г. Эксикатор плотно закрывали и 
выдерживали ткань в атмосфере этилмеркаптана в течение 20 мин, 
после чего образец ткани быстро переносили в другой такой же экси­
катор (реактор) без этилмеркаптана, снабженный системой для отбора 
газовоздушной смеси. В течение 5 мин выдерживали реактор при 
температуре 20°С, для выравнивания концентрации компонентов сме­
си по объему, после чего отбирали первую пробу газовоздушной сме­
си для регистрации удельного содержания этилмеркаптана и диэтил- 
дисульфида. После этого образец ткани обрабатывали 1см3 фермент­
ного препарата и через каждые 5 мин проводили отбор проб газовоз­
душной смеси для анализа.

37



Анализ проводили на хроматографе HP 4890D (капиллярная ко­
лонка HP-INNOWAX L = 30 м х 0,32 мм х 0,50 мкм, температура ис­
парителя 250°С, температура детектора 250°С, температура термостата 
45°С, скорость газа-носителя (N2) 35 см3/с, сброс 1:10).

В ходе эксперимента было установлено, что этилмеркаптан 
полностью превращается в диэтилдисульфид за 25 мин при обработке 
образца ткани ферментным препаратом с композициями № I и № П. 
Для образца ткани обработанного ферментным препаратом с компо­
зицией № III за 35 мин с момента начала реакции только 60 % этил- 
меркаптана превратилось в диэтилдисульфид. Поэтому для дальней­
ших исследований были отобраны композиции № I и № II.

Для предотвращения кантаминации в ферментный препарат 
вводили антисептик -  бензоат натрия. Структуру белка стабилизиро­
вали добавлением глицерина и незначительного количества формаль­
дегида. Для придания ферментному препарату привлекательных по­
требительских свойств в него вводили парфюмерную отдушку.

Дальнейшая работа была направлена на определение срока хра­
нения ферментного препарата (композиции № I и № II). В качестве 
величины, характеризующего эффективность препарата при хранении 
использовали показатель удельной тиолоксидазной активности, кото­
рый определяли с помощью полярографического метода [2]. Поле­
ченные данные представлены в таблице 1.

Таблица 1 -  Определение удельной тиолоксидазной активности 
ферментного препарата при хранении

Срок хранения, 
месяц

Удельная тиолоксидазная активность, м к м о л ь / ( м и н -м г й )

ферментный препарат 
(композиция № I)

ферментный препарат 
(композиция № II)

1 1,88 ±0,07 0,90 ± 0,02
оZ 1,89 ±0,03 0,90 + 0,02
3 1,87 ±0,03 0,90 ± 0,02
4 1,87 ±0,03 0,90+0,02
5 1,86 ±0,01 0,90 ± 0,03
6 1,87 ±0,02 0,89 ± 0,02
7 1,85 ±0,02 0,72 ± 0,02
8 1,70 ± 0,06 0,67 ±0,04

Уменьшение активности ферментного препарата (компози­
ция № I), происходит на 8 месяц хранения. Препарат с композицией 
№ II хранится, без существенного изменения активности, в течение 6 
месяцев. Проведя дополнительные исследования, установили, что 
уменьшение тиолоксидазной активности более чем на 10 % приводит 
к увеличению расхода ферментного препарата для дезодорации за­
грязненных меркаптанами поверхностей.
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В то же время эффективность окисления этилмеркаптана фер­
ментным препаратом (композиция № II) такая же, как и ферментным 
препаратом (композиция № I), причем полное окисление этилмеркап­
тана в диэтилдисульфид происходит за 25 мин. Кроме того, срок год­
ности ферментного препарата (композиция № I) составляет 7 месяцев, 
а ферментного препарата (композиция № П) -  6 месяцев, что не дает 
большого преимущества препарату с композицией № I. На основе по­
лученных данных сделали вывод, что для производства ферментного 
препарата необходимо чтобы удельная тиолоксидазная активность со­
ставляла не менее 0,9 мкмоль/(мин-мгб). Срок годности ферментного 
препарата — 6 месяцев.

В настоящее время на газораспределительных станциях эпизо­
дически применяют ферментный препарат «ODOR-Х» для дезодора­
ции спецодежды и поверхностей инструментов, загрязненных меркап­
танами. Результаты сравнения характеристик созданного нами фер­
ментного препарата «АНТИ-ОДОР» и импортного ферментного пре­
парата «ODOR-Х» представлены в таблице 2.

Таблица 2 -  Сравнение характеристик импортного препарата 
«ODOR-Х» и препарата «АНТИ-ОДОР»

Наименование Название препарата
показателя «ODOR-Х» «АНТИ-ОДОР»

Внешний вид, цвет, не прозрачная слегка прозрачная или слегка опалес-
запах опалесцирующая жид- пирующая жидкость от желто-

кость молочного цвета, го до светло-коричневого цве-
с запахом отдушки та, с запахом отдушки

Плотность, г/см’ 1,06 ±0,01 1,04 ±0,01
pH при 20 °С 
Удельная фермента-

4,9-5,8 5,2-5,6

тивная активность,
М КМ ОЛь/(мИН-М Г'б) *

целлюлозная 0,30 ± 0,04 260,80 ± 0,30
- эстеразная 23,55 ± 0,54 189,80 ±0,35
- тиолоксидазная 0,04 ± 0,01 0,90 ±0,06

Представленные данные свидетельствуют о существенно более 
высоких активностях разработанного ферментного препарата.
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