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Аннотация. Обозначены перспективы применения фитобиотиков и ультрадисперсных ма-

териалов в кормлении сельскохозяйственных животных. Проведена оценка биологической актив-
ности ультрадисперсных частиц (УДЧ) Co3O4 и экстракта Origanum vulgare в тесте ингибирования 
бактериальной люминесценции индивидуально и в комплексе. Полученные результаты свидетель-
ствуют о высоких бактерицидных свойствах УДЧ (EC50 при 9,8×10-4 моль/л) и растительного экс-
тракта. Показано, что применение этих веществ в комплексе нейтрализует негативный эффект. 
Установлены дозы, рекомендованные к исследованию in situ (от 7,6×10-6 до 6,1×10-5 моль/л для 
УДЧ, 64-кратное разбавление для экстракта). 
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Abstract. Prospects of phytobiotics and ultrafine materials applying in livestock feeding are pre-

sented. The biological activity of Co3O4 ultrafine particles (UFP) and Origanum vulgare extract was eval-
uated in the bacterial luminescence inhibition test individually and in combination. The results obtained3 
indicate high bactericidal properties of UFP (EC50 at 9.8×10-4 mol/L) and plant extract. It was shown that 
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the applying of these substances in the combination neutralizes the negative effect. The doses recom-
mended for the in situ study were established (from 7.6×10-6 to 6.1×10-5 mol/L for UFP, 64-fold dilution 
for the extract).  
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Введение.  
Животноводство, как интенсивно развивающаяся отрасль, нуждается в постоянном повы-

шении рентабельности при увеличении объёмов производства, что достигается за счёт поиска но-
вых способов заготовки кормов и их компонентов, в частности минеральных добавок и пребиоти-
ческих агентов с высоким потенциалом действия и биодоступностью. Особенно перспективны в 
данном отношении УДЧ эссенциальных микроэлементов (Сизова Е.А. и др., 2018а) с возможно-
стью модуляции свойств за счёт изменения формы, размеров и концентрации (Singh AK, 2022), а 
также фитобиотические добавки, эффективность которых как альтернативы антибиотикам – сти-
муляторам роста неоднократно доказана на широком спектре микроорганизмов. Более того, уста-
новлено, что они обладают антиоксидантной, противовоспалительной и антигельминтозной актив-
ностью, стимулируют ферментацию рубцового содержимого, азотный обмен, переваривание про-
теина и клетчатки (Рязанов В.А. и др., 2021).  

Однако перед введением в корма подобных веществ в связи с широкой вариабельностью 
свойств в зависимости от условий синтеза УДЧ (Miroshnikov SA et al., 2019), источника раститель-
ных экстрактов и их химической структуры необходимо проведение предварительной оценки био-
логической активности и стабильности системы УДЧ-фитобиотик, их синергетических или антаго-
нистических эффектов (Сизова Е.А. и др., 2018б). В связи с чем актуальна оценка УДЧ Co3O4 и 
экстракта Origanum vulgare по отдельности и в комплексе для выявления общего биотического 
значения.  

 
Цель исследования. 
Определить характер взаимодействия УДЧ Co3O4 и экстракта Origanum vulgare в тесте ин-

гибирования бактериальной люминесценции.  
 
Материалы и методы исследования.  
Объект исследования. Трава душицы (OOO «фирма КИМА») 
Схема эксперимента. Эксперимент проводили в два этапа на базе центра «Нанотехноло-

гии в сельском хозяйстве» ФГБНУ ФНЦ БСТ РАН: 
1) Чистые для анализа УДЧ Co3O4 (99,99 %; Хисамутдинов Р.А., Россия) в количестве 160,4 мг 

диспергировали ультразвуком частотой 35 кГц в 1 мл дистиллированной воды в течение 30 минут 
для получения однородной суспензии. Одновременно проводили экстрагирование 20 г травы ду-
шицы на водяной бане. После чего готовили серию двукратных разведений полученных компонен-
тов с разбавлениями от двух до 2×106 крат. 

2) Исходя из данных первого этапа, определяли значение эффективных концентраций УДЧ, 
подавляющих 80, 50, 20 % люминесценции, а также стимулирующих её (NTOX+) и номера разве-
дений растительных экстрактов с негативным и позитивным действием. После чего комбинирова-
ли соответствующие суспензии и растворы для выявления взаимного действия.   
 Биологическую активность оценивали с помощью люминесцентного штамма Escherichia 
coli K12 TG1 (коммерческое название «Эколюм», «НВО ИММУНОТЕХ», Россия), несущего ги-
бридную плазмиду P. leiognathi 54D10 на многофункциональном микропланшетном ридере 
TECAN Infinite F200. Для графического отображения полученных результатов вычисляли относи-
тельное значение биолюминесценции по формуле:  
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A = Io/Ik × 100 %, 
где Ik – светимость контрольной пробы,  
Io – светимость опытной пробы. 
Метод позволяет определить как интенсифицирующие, так и ингибирующие, субтоксичные 

дозы и, соответственно, вывести концентрации, рекомендуемые к дальнейшему тестированию на 
животных. Эффективность доказана в ряде исследований по определению активности микроэле-
ментов в ультрадисперсной форме (Сизова Е.А. и др., 2019; Сизова Е.А. и Мирошников С.А., 
2016). 
 Оборудование и технические средства. Исследования выполнены в  ЦКП БСТ 
РАН  http://цкп-бст.рф и центре «Нанотехнологии в сельском хозяйстве». Многофункциональный 
микропланшетный ридер TECAN Infinite F200 («Tecan Austria GmbH», Австрия). 

 
Результаты исследований.  
Относительные значения люминесценции бактериального штамма в среде с УДЧ Co3O4 из-

менялись обратно пропорционально его концентрации (табл. 1). Так, суспензии с содержанием 
Co3O4 7,8×10-3; 9,8×10-4; 1,5×10-5 моль/л (здесь и далее указаны молярные концентрации в пересчёте 
на кобальт) подавляли соответственно свыше 80, 50 и 20 % люминесценции, а 4,8×10-7 моль/л вела 
к кратковременному превышению контрольных значений на 60-90 минуте эксперимента. 

 
Таблица 1. Относительное значение люминесценции бактериального штамма Escherichia coli 

K12 TG1 в среде с различным содержанием УДЧ Co3O4 
Table 1. Relative luminescence value of the bacterial strain Escherichia coli K12 TG1 in an 

environment with different content of Co3O4 UFP 
         

Время 
(мин)/ Time 

(min)   

Концентрация (моль/л) / Concentration (mol/L) 
5× 
10-1 

6,3× 
10-2 

3,1× 
10-2 

7,8× 
10-3 

1,9× 
10-3 

9,8× 
10-4 

4,9× 
10-4 

1,2× 
10-4 

6,1× 
10-5 

1,5× 
10-5 

7,6× 
10-6 

9,5× 
10-7 

4,8× 
10-7 

0 2,7 3,4 6,0 16,1 36,3 52,0 56,0 68,0 75,2 77,3 82,8 83,5 87,7 
30 0,4 4,6 7,9 19,4 39,4 53,5 58,7 68,3 82,6 90,2 96,6 100,9 103,4 
60 0,5 4,8 7,5 19,1 38,4 47,3 47,6 59,1 73,4 90,7 99,8 113,4 115,0 
90 0,6 4,5 6,3 19,2 30,5 44,4 45,9 57,5 66,8 79,5 90,5 102,8 105,4 

120 0,7 3,9 6,4 14,2 30,8 45,7 48,8 57,5 65,7 74,4 87,0 97,0 99,4 
150 0,9 4,0 6,6 14,1 31,9 45,6 49,3 59,2 66,0 72,2 84,3 95,2 96,4 
180 1,0 4,3 6,8 15,2 33,0 48,2 51,0 62,0 68,2 71,9 85,8 95,2 94,2 

Примечание: Числовые значения соответствуют величине относительного значения люми-
несценции A (%). Цветовая заливка – показателям:  - Tox,  - ЕС80,  - ЕС50,  - ЕС20,  - 
NTOX,  - NTOX+, то есть концентрациям УДЧ, вызывающим свыше 95, 80, 50 и 20 % тушения 
биосенсора, а также стимулирующим люминесценцию (95 и свыше 105 %) по сравнению с контро-
лем 

Note: Numerical values correspond to the relative luminescence value A (%). Color fill – indica-
tors:  - Tox,  - ЕС80,  - ЕС50,  - ЕС20,  - NTOX,  - NTOX+, that is, the concentration of 
UFP, causing more than 95, 80, 50 and 20% of biosensor quenching, as well as stimulating luminescence 
(95 and over 105%) compared to the control 

 
В случае же с экстрактом Origanum vulgare ингибирование бактериального свечения 

наблюдалось лишь при 2-8-кратном разведении на первых минутах эксперимента, после чего отно-
сительное значение люминесценции в опытных пробах составляло от 150 до 700 %, достигая мак-
симальных показателей при 64-кратном разведении исходного экстракта (табл. 2). 
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Таблица 2. Относительное значение люминесценции бактериального штамма Escherichia coli 

K12 TG1 в среде с различным содержанием экстракта Origanum vulgare 
Table 2. Relative luminescence value of the bacterial strain Escherichia coli K12 TG1 in an 

environment with different content of Origanum vulgare extract 
 

Время 
(мин)/ 
Time 
(min)   

Концентрация (моль/л) / Concentration (mol/L) 

2 4 8 16 32 64 12,8× 
101 

25,6× 
101 

51,2× 
101 

10,2× 
102 

20,5× 
102 

40,9× 
102 

0 6,2 13,7 35,7 61,3 89,6 102,9 115,6 119,5 122,6 110,9 106,7 93,1 
30 9,4 22,6 56,0 85,5 125,7 149,7 157,1 154,7 167,8 155,3 143,6 95,6 
60 23,0 47,7 98,8 141,4 208,7 226,7 222,4 218,4 244,2 150,2 134,3 82,8 
90 60,3 105,1 200,7 277,5 343,6 373,3 360,1 353,0 304,7 184,1 164,7 81,8 

120 137,7 196,2 342,1 369,5 463,8 520,8 503,7 404,7 323,1 179,9 159,5 91,7 
150 276,9 334,8 460,2 427,5 555,1 631,3 592,3 413,7 302,5 143,0 132,0 96,9 
180 521,7 521,9 513,6 480,3 638,6 725,0 559,8 352,4 218,2 138,7 130,6 102,9 

Примечание: Числовые значения соответствуют величине относительного значения люми-
несценции A (%). Цветовая заливка – показателям:  - ЕС80,  - ЕС50,  - ЕС20,  - NTOX,  
- NTOX+,  - NTOX++,   - NTOX+++,   то есть концентрациям экстракта Origanum vulgare, вы-
зывающим свыше 80, 50 и 20 % тушения биосенсора, а также стимулирующим люминесценцию 
(95, более 105, более 150 и более 300 %) по сравнению с контролем 

Note: Numerical values correspond to the relative luminescence value A (%). Color fill – indica-
tors:  - ЕС80,  - ЕС50,  - ЕС20,  - NTOX,  - NTOX+,  - NTOX++,   - NTOX+++, that 
is, the concentration of Origanum vulgare extract, causing more than 80, 50 and 20% of biosensor 
quenching, as well as stimulating luminescence (95, more than 105, more than 150 and more than 300%) 
compared to the control 

 
При комбинировании УДЧ в концентрациях 7,8×10-3 (EC80); 9,8×10-4 (EC50); 1,5×10-5 (EC20) и 

4,8×10-7 моль/л (NTOX+) с экстрактом Origanum vulgare в 2- и 64-кратном разбавлении установле-
но снижение токсичности УДЧ Co3O4 (табл. 3). Так, обнаруженные ранее показатели EC80 и EC50 
при контаминации с экстрактом в 2-кратном разведении наблюдались лишь в течение 30-60 минут.  

 
Таблица 3. Относительное значение люминесценции бактериального штамма Escherichia coli 

K12 TG1 в среде с различным содержанием экстракта Origanum vulgare и УДЧ Co3O4 
Table 3. Relative luminescence value of the bacterial strain Escherichia coli K12 TG1 in an 

environment with different content of Origanum vulgare extract and Co3O4 UFP 
 

Время (мин)/ 
Time (min)   

Концентрация УДЧ / Concentration of UFP (mol/L) 
7,8×10-3 

(EC80) 
9,8×10-4 

(EC50) 
1,5×10-5 
(EC20)  

4,8×10-7 

(NTOX+)  
7,8×10-
3 (EC80) 

9,8×10-
4 

(EC50) 
1,5×10-5 
(EC20)  

4,8×10-7 

(NTOX+)  
Разведение экстракта (кратность) / Dilution of the extract (multiplicity) 

×2 ×64 
0 17,0 22,5 23,2 24,1 81,2 121,1 137,0 146,9 
30 23,3 29,5 30,0 31,3 103,7 150,5 171,6 176,8 
60 50,6 64,5 65,0 65,9 143,0 207,0 228,5 228,6 
90 109,3 136,7 138,0 140,1 192,3 275,8 299,7 294,5 

120 167,5 212,1 215,0 215,5 209,5 301,3 321,3 313,4 
150 220,1 272,7 276,0 278,8 210,0 304,1 321,0 310,3 
180 259,1 321,6 324,7 334,1 209,5 306,5 321,3 313,0 

Примечание: Числовые значения соответствуют величине относительного значения люми-
несценции A (%). Цветовая заливка – показателям  - ЕС80,  - ЕС50,  - ЕС20,  - NTOX,  - 
NTOX+,  - NTOX++,  то есть концентрациям УДЧ, вызывающим свыше 80, 50 и 20 % тушения 
биосенсора, а также стимулирующим люминесценцию (95, более 105 и более 150 %) по сравнению 
с контролем 

Note: Numerical values correspond to the relative luminescence value A (%). Color fill – indica-
tors  - ЕС80,  - ЕС50,  - ЕС20,  - NTOX,  - NTOX+,  - NTOX++,  that is, the concentra-
tion of UFP causing more than 80, 50 and 20% of biosensor quenching, as well as stimulating lumines-
cence (95, more than 105 and more than 150%) compared to the control 

 
После чего светимость значительно возрастала, достигая 259,1 % к контролю в пробе EC80; 

321,6 % – в пробе EC50; 324,7 % – в пробе EC20 и 334,1 % – в NTOX+, превышая при этом анало-
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гичные значения светимости в суспензии УДЧ Co3O4 в 17,0; 6,7; 3,8; 3,3 раза соответственно. Так-
же использование 60-кратного разведения экстракта Origanum vulgare позволило полностью 
устранить негативное воздействие ультрадисперсных частиц.   

 
Обсуждение полученных результатов.  
Высокая реакционная способность УДЧ, а следовательно, и токсичность, связана в первую 

очередь с их малыми размерами, возможностью проникать через клеточные мембраны и индуци-
ровать синтез АФК, что сопровождается нарушениями в репарации ДНК, процессах транскрипции 
и трансляции, и в итоге ведёт к апоптозу клетки (PJ JC et al., 2021), также возможно нарушение 
функций митохондрий и снижение выработки АТФ (Wang H et al., 2018). При этом наиболее ток-
сичны положительно заряженные частицы, легко пересекающие клеточные барьеры и связываю-
щиеся с ДНК (Pogribna M et al., 2020). В частности, касательно УДЧ Co3O4, установлено, например, 
что контаминированные им чернозёмы характеризуются снижением общей численности бактерий, 
особенно рода Azotobacter, активности каталазы и дегидрогеназ (Колесников С.И. и др., 2020), а у 
пресноводной микроводоросли Chlorella minutissima при аналогичном контакте замедляется рост и 
синтез хлорофилла в клетках, причём выявленные в этом случае эффективные концентрации EC50 
согласуются с полученными в опыте № 1 и составляют 38,16±1,99 мг/л (≈4,8×10-4 моль/л) (Sharan A 
and Nara S, 2020).  

С другой стороны, при правильном подборе дозы УДЧ – это высоко лабильный, биосовме-
стимый источник микроэлементов, необходимых компонентов широкого спектра акцессорных ве-
ществ в организме животных, включая ферменты (Osman D et al., 2021). Так, кобальт является 
неотъемлемой частью витамина B12, и как следствие, коррин-зависимых энзимов – металлоргани-
ческих кофакторов, окислительно-восстановительных либо аденозил и метилкобамидов 
(ADOCBA, MECBA) (Kräutler B and Jaun BM, 2022), например, метилмалонил-КоА-мутазы, лей-
цинмутазы и метионинсинтетазы, катализирующих соответственно превращение пропионата в 
сукцинат, L-α-лейцина – в L-β-лейцин, гомоцистеина – в метионин (González-Montaña JR et al., 
2020). При этом преимущества УДЧ над неорганическими солями подтверждаются рядом исследо-
ваний с применением УДЧ цинка (Mondal AH et al., 2020), меди (Sawosz E et al., 2018), железа (Af-
shari A et al., 2021) и кобальта в частности (Makarov PM et al., 2017), что отмечается улучшением 
роста, ферментативной активности, биохимических параметров сыворотки и иммунных функций. 
Дополнительно показана возможность использования субтоксичных концентраций Co3O4 как аль-
тернативы препаратам тетрациклина и гентамицина на модельных организмах E. coli и S. aureus с 
эффективными дозами ≥125 мкг/мл (≈1,5×10-3 М) и ≥31,25 мкг/мл (≈3,8×10-4 М) соответственно 
(Gupta V et al., 2022). 

Что касается фитобиотических добавок, они также нашли широкое применение в животно-
водстве (Kuralkar P and  Kuralkar SV, 2021). В зависимости от вида растений, используемого для 
экстрагирования органа (лист, побег, корень, соцветие), условий произрастания и вида биологиче-
ски активных веществ (танины, сапонин, флавоноиды, эфирные масла) (Milenković L et al., 2021) 
они могут быть использованы не только как альтернатива антибиотикам, стимуляторам роста, что 
показано на примере душицы, тимьяна, гвоздики, корицы и чёрного перца в опыте с пищевыми 
патогенами Staphylococcus aureus, Listeria sp, Escherichia coli, Salmonella sp. (Almeida JM et al., 
2022), грибами Candida (Постникова О.Н. и др., 2021) и Fusarium (Bounar R et al., 2020), но и как 
антиоксидантные компоненты (Ndomou SCH et al., 2021), что вкупе улучшает показатели роста, 
воспроизводительные и иммунные функции, снижает выбросы метана и аммиака (Kuralkar P and 
Kuralkar SV, 2021). Так, применение эфирного масла Origanum vulgare в составе кормовой добавки 
Ориган (Енгашев С.В., 2007) и в комплексе с Hypericum perforatum, Tussilago farfara, Tanacetum 
vulgare (Полянский М.М., 2010) способствовало сохранности поголовья цыплят-бройлеров, увели-
чению среднесуточного прироста и улучшению состояния ЖКТ. Вместе с тем у телят под влияни-
ем настоя цветков душицы на 14 сутки после приёма увеличивалась концентрация IgG в крови 
(Турыспаева Ш.Ж. и др., 2019), а эксперименты in-vitro, моделирующие рубцовое пищеварение, 
свидетельствовали об образовании большего количества микробного белка и снижении метаноге-
неза (Рязанов В.А. и др., 2022), В то же время душица неоднократно упоминается в аквакультуре 
как действенное антиоксидантное средство, снижающее уровень тиобарбитуровых кислот в крови 
(Dinardo FR et al., 2020), наряду с улучшением показателей роста, гепато-почечных функций и ки-
шечной морфометрии у рыб (Abdel-Latif HMR et al., 2020).  

При этом в составе эфирного масла и водных экстрактов Oreganum vulgare установлено 
наличие таких веществ, как фенолы (тимол, карвакрол, 4-терпинеол), моноциклические терпены 
(лимонен), би- и трициклические сесквитерпены (β-кариофиллен), свободные спирты, дубильные и 
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красящие вещества, аскорбиновая кислота, флавоноиды (Сачивко Т.В. И др., 2020) и сахара (галак-
тоза, глюкоза, арабиноза, ксилоза, рамноза) (Han F et al., 2017). Некоторые из них обладают выра-
женным антимикробным действием, например, тимол, карвакрол и лимонен подавляют образова-
ние биоплёнок Candida albicans (Ahmedi S et al., 2022; Miranda-Cadena K et al., 2021), а также раз-
множение возбудителя птичьих энтеритов Eimeria sp. (Felici M et al., 2020), 4-терпинеол – развитие 
Aspergillus niger (An P et al., 2019), а β-кариофиллен эффективен как противовирусное и ларвицид-
ное средство (Sobrinho CAN et al., 2021), что согласуется с данными, полученными в опыте № 2, 
если учесть, что фенолы и терпены – летучие соединения, а опыт проводился в открытом планше-
те. Цитотоксические эффекты терпенов в первую очередь обусловлены разрушением плазматиче-
ской мембраны, перекисным окислением липидов, образованием АФК, потерей MTP (mitochondrial 
permeability transition pore, переходная пора проницаемости митохондрий) и нарушением структу-
ры митохондрий. 

Одновременно эти же вещества, флавоноиды и танины в низких концентрациях являются 
антиоксидантами. Показано, что у поросят-отъёмышей, которых кормили смесью карвакрол-
тимол, снижается уровень активных форм кислорода (АФК) в корреляции с ростом концентрации 
глутатиона, что указывает на предотвращение окислительного стресса, параллельно обеспечивает-
ся защита клеток от перекиси водорода (Agus HH, 2021). Эффективность флавоноидов и танинов в 
свою очередь подтверждена в опытах с DPPH, ABTS и гидроксильными радикалами (Huang X et 
al., 2022; Peng K et al., 2022). В сущности, антиоксидантное действие полифенольных соединений 
может обеспечиваться за счет трёх механизмов:  

1) передача атома водорода от функциональной группы на свободный радикал; 
2) перенос электрона от свободного радикала к полифенолу с образованием катиона ради-

кала и последующим быстрым и обратимым депротонированием в растворе; 
3) хелатирование металла (Орлова А.А. и Повыдыш М. Н., 2019). 
Описанные свойства растительных компонентов объясняют результаты опыта № 3: за счёт 

связывания высвобождаемых катионов и нейтрализации образуемых радикалов в контаминирован-
ной УДЧ Co3O4 среде экстракт Origanum vulgare ингибирует окислительный стресс, причем мак-
симальный эффект наблюдается при использовании малых концентраций фитобиотика, что согла-
суется с выше приведенными положениями (рис. 1).  
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УДЧ, РАСТИТЕЛЬНЫЙ ЭКСТРАКТ И ИХ КОМБИНАЦИИ / 
UFP, PLANT EXTRACT AND THEIR COMBINATIONS

 
      Примечание: A, B, C, D – УДЧ Co3O4 в концентрациях 7,8×10-3 (EC80); 9,8×10-4 (EC50);     

      1,5×10-5 (EC20) и 4,8×10-7 моль/л соответственно; Or1 и Or2 – экстракт Oreganum vulgare  
       в 2- и 64-кратном разбавлении 

              Note: A, B, C, D – Co3O4 UFP in concentrations 7,8×10-3 (EC80); 9,8×10-4 (EC50); 1,5×10-5 (EC20)  
        and 4,8×10-7 mol/L, respectively; Or1 and Or2 – Oreganum vulgare extract in 2 and 64 times dilution 

Рис. 1 – Относительное значение люминесценции УДЧ Co3O4, экстракта Origanum  
                   vulgare и их комбинаций на 60-й минуте эксперимента 

Figure 1 – Relative luminescence value of Co3O4 UFP, Oríganum vulgare extract and their 
combinations at the 60th minute of the experiment 
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В свою очередь высокие показатели люминесценции рекомбинантного штамма Escherichia 
coli K12 TG1 могут быть вызваны повышенным относительно контроля содержанием в среде саха-
ров и витаминов. Однако для полного подтверждения представленной гипотезы требуются допол-
нительные исследования химического состава растительного экстракта и динамики свободных ра-
дикалов в исследуемой системе фитобиотик-УДЧ.  

 
Заключение. 
УДЧ Co3O4 в концентрациях свыше 9,8×10-4 моль/л обладают выраженным бактерицидным 

действием, подавляя более 50 % люминесценции Escherichia coli K12 TG1. Они же рекомендованы 
к тестированию in situ как альтернатива антибиотикам стимуляторам роста и источник микроэле-
мента в дозе от 7,6×10-6 до 6,1×10-5 моль/л. Водный экстракт Origanum vulgare угнетает жизнедея-
тельность микроорганизмов лишь в исходной концентрации в первые минуты эксперимента, что 
связано с испарением полифенолов. Он же в 64-кратном разбавлении может быть использован как 
микрофлоростимулирующий агент. Сочетание небольших концентраций фитобиотика и УДЧ поз-
воляет полностью нивелировать негативный эффект от действия последних. 
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