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Производные графена (оксид и его восстановленная форма) – перспективные углеродные 
наноматериалы (УНМ), используемые в промышленности, электронике, медицине и био-
технологии. Целью настоящей работы стало изучение влияния оксида графена (ОГ) и его 
восстановленной формы (вОГ) на формирование и разрушение биопленок Candida maltosa 
ВКПМ Y-194, а также на метаболическую активность, содержание внутриклеточного АТФ 
и проницаемость цитоплазматической мембраны клеток биопленок. Установлено, что ОГ 
и вОГ незначительно подавляют биопленкообразование дрожжей, причем снижение био-
массы биопленки при росте в присутствии ОГ достоверно больше, чем при росте клеток с 
вОГ. Разрушение зрелых 7-суточных биопленок дрожжей незначительно больше в присут-
ствии УНМ, чем в контроле, и достоверно больше, чем 3-суточных биопленок под воздей-
ствием УНМ. При этом метаболическая активность клеток биопленок, оцененная по вос-
становлению соли тетразолия (реактив methyl thiazolyl tetrazolium), достоверно выше 
контроля у 3-суточных биопленок, выращенных на питательной среде с вОГ, и у 7-суточ-
ных биопленок с ОГ и вОГ. Содержание внутриклеточного АТФ в биопленках, выращен-
ных в присутствии УНМ, превышало таковое в контроле, но было ниже после 4 ч влияния 
на зрелые биопленки, выращенные на питательной среде без УНМ. Наибольшее негатив-
ное влияние на цитоплазматическую мембрану клеток биопленок, которое выражалось 
в  увеличении ее проницаемости, оказывал ОГ при 4 ч воздействии на 7-суточную био-
пленку. Установлено, что негативное влияние УНМ на биопленки C. maltosa ВКПМ Y-194 
более выражено при воздействии ОГ, чем вОГ, и выше при воздействии на 7-суточные 
биопленки, чем на 3-суточные биопленки. Полного ингибирования биопленкообразова-
ния и полной эрадикации зрелых биопленок под воздействием УНМ не наблюдали.
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Введение
Углеродные наноматериалы (УНМ) широко 

используются в различных сферах деятельности че-
ловека: промышленности, электронике, медицине, 
биотехнологии [1–3]. К УНМ относятся графен 
и его производные: оксид графена (ОГ), восстанов-
ленный оксид графена (вОГ), а также фуллерены 
и  углеродные нанотрубки. Графен представляет  
собой двумерную аллотропную модификацию 
углерода одноатомной толщины. ОГ содержит кис-
лородсодержащие функциональные группы (кар-
боксильные, гидроксильные, фенольные, карбо-
нильные, арильные, эфирные и т.д.), он способен 
взаимодействовать с биомолекулами посредством 
электростатического притяжения, π-π стэкинга 
и водородных связей. ОГ восстанавливают химиче-

скими, электрохимическими, термическими спо-
собами, в результате чего значительно повышается 
его гидрофобность [4]. Большие объемы производ-
ства, быстрое увеличение потребления и расшире-
ние сфер применения графена неизбежно приведут 
к выбросам этого нового материала и его произво-
дных в окружающую среду. Следовательно, необхо-
димо комплексное изучение воздействия этих 
УНМ на человека, клетки и живые организмы, 
в том числе на микроорганизмы.

В соответствии с современными представле-
ниями, сложившимися в микробиологии, основ-
ной формой существования микроорганизмов  
являются полимикробные агрегаты, такие как 
пленки, маты и флоки. Биопленка – прикреплен-
ное к поверхности мультивидовое сообщество, 
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погруженное в вырабатываемый им полимерный 
матрикс. Внеклеточный экзополисахаридный ма-
трикс иммобилизует клетки биопленки, удержи-
вая в непосредственной близости друг к другу, 
обеспечивает межклеточные взаимодействия 
и  формирование синергических связей в микро-
консорциуме. Влияние различных веществ, в том 
числе биоцидов, антибиотиков, антисептиков, 
УНМ на клетки микроорганизмов в составе био-
пленки существенно отличается от их воздействия 
на неадгезированные клетки. Внеклеточное поли-
мерное вещество защищает организмы биопленки 
от высыхания, окислителей, заряженных биоци-
дов, некоторых антибиотиков и катионов металлов, 
ультрафиолетового излучения, простейших-хищ- 
ников и иммунной защиты макроорганизма  [5]. 
Наряду с антибиотиками и биоцидами наночасти-
цы рассматриваются как антибиопленочные аген-
ты. Они способны нарушать целостность био-
пленки, взаимодействуя с  матриксом, влияя на 
бактериальную коммуникацию – чувство квору-
ма – и непосредственно на микробные клетки. 
Для проникновения в матрицу биопленки важен 
размер наночастиц и химия их поверхности [6]. 
УНМ могут проявлять свою антибиопленочную 
активность посредством множества механизмов, 
среди которых прямое взаимодействие с микроб-
ной клеткой (адсорбция, образование активных 
форм кислорода, индукция внутриклеточных эф-
фектов, взаимодействие с  ДНК и/или белками) 
и  ингибирование образования биопленки (влия-
ние на выработку внеклеточного матрикса,  
межклеточную коммуникацию) [7, 8]. Две взаимо-
исключающие задачи, такие как борьба с  неже- 
лательными биопленками (болезнетворными, 
коррозионными, вызывающими обрастания обо-
рудования, систем коммуникации и  т. д.) и  под-
держание биотехнологически значимых биопле-
нок в биокатализе, ферментации, биодеградации, 
микробных топливных элементах, биосенсорах, 
могут быть решены с применением наноматериа-
лов, которые либо борются с биопленками, либо, 
наоборот, модифицируют поверхность для повы-
шения эффективности биопленкообразования.

Антимикробное и антибиопленочное дей-
ствие производных графена в настоящее время 
широко обсуждается [9, 10]. Накоплено значи-
тельное количество противоречивых результатов, 
как подтверждающих, так и опровергающих дан-
ную гипотезу. Недавние исследования показали, 
что антибактериальная активность графена и ма-
териалов на его основе проявляется после прямых 
физических и химических взаимодействий УНМ 
с бактериями. Графен и его производные вызыва-
ют летальную деградацию клеточных компонен-
тов, главным образом белков, нуклеиновых кис-
лот и липидов, приводят к повреждению мембран, 
прерывают фазу репликации, взаимодействуя 
с водородными группами РНК/ДНК бактерий [11]. 

В работе O. Ахаван с соавторами было показано, 
что грамотрицательные бактерии Escherichia coli 
более устойчивы к повреждению цитоплазматиче-
ской мембраны, вызванному ОГ и вОГ, чем грам-
положительные Staphylococcus aureus, лишенные 
внешней мембраны [12]. Показано, что концен-
трация кислорода в производных графена изменя-
ет его антимикробное действие. Также в ряде ра-
бот было показано, что восстановление ОГ делает 
этот материал более эффективным по отношению 
к бактериям, чем его невосстановленный аналог. 
За счет большей гидрофобности он взаимодей-
ствует с липидным слоем мембраны и приводит 
к его деструкции [12, 13]. Было показано, что ОГ 
значительно усиливал рост, образование и разви-
тие биопленок E. coli и S. aureus даже в концентра-
ции 500 мг/л, тогда как вОГ (≥50 мг/л) проявлял 
сильный ингибирующий эффект по отношению 
к  суспендированным клеткам и биопленкам, при 
этом ингибирующее действие вОГ (50 и 100 мг/л) 
ослаблялось к 24 ч (фаза зрелой биопленки) 
и  устранялось через 48 ч [14]. Наоборот, в работе 
С.И. Саид с соавторами установлена антимикроб-
ная активность 200 мг/л ОГ в отношении S. aureus: 
жизнеспособность бактериальных клеток снижа-
лась на 90%, при этом антимикробное действие 
ОГ сильно зависело от концентрации и времени 
воздействия. Также ОГ продемонстрировал анти-
биопленочную активность: при воздействии 
100  мг/л масса биопленок снижалась на 30–70% 
[15]. Предполагается, что графен и его произво-
дные обладают большим потенциалом для ис-
пользования в очистке сточных вод, в том числе 
и за счет своих антибактериальных и антибиопле-
ночных свойств [16]. Однако низкие дозы ОГ, не 
обладающие бактериостатическим эффектом, мо-
гут способствовать пролиферации бактерий 
и приводят к увеличению их популяций в водной 
среде [17]. Также было показано, что при низких 
температурах ОГ усиливает анаболизм сообщества 
за счет стимуляции потребления органического 
углерода и регулирования экспрессии генов фер-
ментов цикла Кребса и Энтнера-Дудорова, тем са-
мым, возможно, стимулируя синтез и секрецию 
внеклеточных полимерных веществ [18]. 

Результаты научных исследований взаимодей-
ствия УНМ с микроорганизмами в основном ка-
саются бактерий, вызывающих инфекционные за-
болевания. Воздействие производных графена на 
дрожжи изучено гораздо меньше. Дрожжи – это 
универсальный микроорганизм, имеющий важное 
значение для промышленности и биотехнологии, 
молекулярно-генетических исследований и изуче-
ния фундаментальных клеточных процессов [19]. 
В недавних работах был показан антифунгальный 
и антибиопленочный эффект ОГ [20, 21]. Графе-
новое нанопокрытие обладало антиадгезионными 
свойствами против C. albicans, которые выража-
лись в значительном снижении количества жизне-
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способных клеток, уровня метаболизма и биомас-
сы биопленки по сравнению с контролем [20]. 

Дрожжи C. maltosa – модельный организм для 
изучения адаптивных изменений структуры 
и функции клеточной стенки при потреблении во-
донерастворимых питательных веществ [22]. Из-
вестна способность этого вида к биодеградации 
нефтяных загрязнений [23]. Этот биотехнологиче-
ски значимый микроорганизм образует массив-
ные биопленки на гидрофобных поверхностях 
и, кроме того, может являться модельным для изу-
чения физиологических реакций условно-пато-
генных дрожжей этого рода. В связи с этим целью 
настоящей работы явилось изучение влияния ОГ 
и вОГ на биомассу биопленки C. maltosa ВКПМ 
Y-194, а также на метаболическую активность, со-
держание внутриклеточного АТФ и проницае-
мость цитоплазматической мембраны клеток.

Материалы и методы
Объект исследования, материалы и условия 

культивирования. C. maltosa ВКПМ Y-194 культи-
вировали на жидкой питательной среде (г/л): глю-
коза – 50, пептон – 5, дрожжевой экстракт – 5, 
MgSO4 ∙ 7H2O – 0,1, К2НРО4 – 0,1 (рН 6) в колбах 
Эрленмейера объемом 100 мл в течение 3 сут при 
25–30°С. В работе использовали ОГ, имеющий 
объемную плотность 2,0–2,5 г/cм3, размер частиц 
10–100 мкм, более 80% монослоя и содержащий 
46% C, 49% O, 2,5% H, 2,5% S; и вГО с объемной 
плотностью 0,01 г/cм3, общей удельной поверхно-
стью 700 м2/г, размером частиц 10–100 мкм, мо-
нослоем более 80% и следующим элементным со-
ставом: 96% C, 2,7% O, 0,3% H, 0,4% S, 0,5% N 
(РУСГРАФЕН, Россия). ОГ и вОГ добавляли в 
среду культивирования до конечной концентра-
ции 200 мг/л.

Определение биомассы биопленки. Биопленки 
выращивали в лунках полистиролового плоско-
донного 96-луночного планшета (Медполимер, 
Россия) в 200 мкл питательной среды, инокулиро-
ванной 10 мкл суспензии C. maltosa ВКПМ Y-194 
(ОП540 = 1), в течение 3 и 7 сут при 30°С. Биомассу 
биопленок определяли в 3 вариантах опытов: при 
культивировании биопленок на питательной сре-
де с ОГ и вОГ (200 мг/л) в присутствии планктон-
ной культуры (1) и при первоначальной адгезии 
клеток C. maltosa ВКПМ Y-194 (ОП540 = 1) в тече-
ние 2 ч, с последующим удалением суспензии из 
лунок, внесением питательной среды с произво-
дными графена и ежедневной сменой среды (2), 
а также при культивировании на питательной сре-
де без УНМ с последующим разрушением биопле-
нок в присутствии ОГ и вОГ (3). 3- и 7-суточные 
биопленки отмывали 0,9%-ным NaCl однократно 
и вносили 0,9%-ный NaCl с 200 мг/л ОГ и вОГ на 
4 ч. Контролем служил 0,9%-ный NaCl без УНМ. 
В 1-м и 2-м варианте опытов контролем служила 
питательная среда без УНМ.

После 3 и 7 сут культивирования питательную 
среду и планктонные клетки удаляли из лунок по-
листиролового планшета декантацией, биопленку 
отмывали 200 мкл калий-фосфатного буфера 
(рН  7,2 ± 0,2) дважды и окрашивали 0,1%-ным 
раствором кристаллического фиолетового в тече-
ние 40 мин, отмывали окрашенную биопленку ка-
лий-фосфатным буфером однократно и экстраги-
ровали краситель в 96%-ном этиловом спирте 
(200  мкл) в течение 20 мин. Биомассу биопленки 
оценивали по оптической плотности раствора кра-
сителя при λ = 540 нм, измеренной на планшетном 
ридере Infinite М1000 pro (Tecan, Швейцария).

Определение метаболической активности кле-
ток биопленок. Метаболическую активность клеток 
биопленок оценивали по степени восстановления 
3-(4,5-диметил-2-тиазолил)-2,5-дифенил-2-Н-
тетразолия бромида (methyl thiazolyl tetrazolium; 
Servicebio, Китай) до водонерастворимого форма-
зана с последующей экстракцией последнего ди-
метилсульфоксидом (ДМСО). Биопленки выра-
щивали, как описано выше. Из лунок планшетов 
удаляли питательную среду, промывали калий-
фосфатным буфером однократно, вносили по 
160 мкл физиологического раствора и 40 мкл реа-
гента, инкубировали 4 ч. Восстановление соли те-
тразолия во время метаболизма микроорганизмов 
приводит к образованию осадка фиолетовых кри-
сталлов формазана, которые растворяли ДМСО 
и определяли оптическую плотность раствора при 
λ = 570 нм на планшетном ридере Infinite М1000 
pro (Tecan, Швейцария).

Определение содержания АТФ в клетках био-
пленок. Биопленки C. maltosa ВКПМ Y-194 выра-
щивали в лунках полистиролового плоскодонного 
96-луночного планшета (Медполимер, Россия) 
в  2  вариантах: 1) в питательной среде с УНМ 
(200 мг/л); 2) в питательной среде с последующей 
инкубацией в 0,9%-ном NaCl с УНМ (200 мг/л). 
АТФ экстрагировали, добавляя 200 мкл ДМСО 
к биопленкам, разводили в 10 раз деионизирован-
ной водой и 50 мкл образца смешивали с 50 мкл 
реагента (АТФ-реагент, БХМ СТ, Россия), содер-
жащего люциферин и люциферазу светляков.  
Интенсивность люминесценции измеряли на 
планшетном ридере Infinite M1000 Pro (Tecan, 
Швейцария). Количество АТФ определяли по ка-
либровочному графику и рассчитывали на лунку 
планшета.

Оценка проницаемости цитоплазматической 
мембраны клеток биопленок. Биопленки C. maltosa 
ВКПМ Y-194 выращивали 3 и 7 сут на предметных 
стеклах для микроскопии (25×75 мм). Питатель-
ную среду (25 мл) инокулировали 0,5 мл суспен-
зии дрожжей (ОП540 = 1,2), стекла с биопленкой 
отмывали 0,9%-ным NaCl и инкубировали 4 ч 
в  0,9%-ном NaCl с 200 мг/л УНМ. После этого 
биопленки окрашивали в темноте 20 мин красите-
лями LIVE/DEAD FungaLight Yeast Viability Kit 
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(Invitrogen, США), из расчета 3 мкл смеси краси-
телей в равном соотношении на 1 мл физиологи-
ческого раствора (0,9%-ного NaCl), инкубировали 
в темноте в течение 20 мин и просматривали в све-
товом микроскопе «Leica DM LS» (Leica, Герма-
ния) с флуоресценцией. Клетки с неповрежден-
ной мембраной окрашивались в зеленый цвет, 
с поврежденной – в красный. 

Статистическая обработка. Статистическую 
обработку результатов проводили в программе 
PAST [24]. Проверка на соответствие нормальному 
распределению осуществлялась с помощью теста 
Шапиро-Уилка. Для выяснения статистической 
значимости влияния производных графена на био-
пленки использовали дисперсионный анализ 
(ANOVA). Также для анализа достоверности разли-
чий использовали t-критерий Стьюдента, р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Влияние ОГ и вОГ на формирование и разрушение 

биопленок C. maltosa ВКПМ Y-194. При культиви-
ровании биопленок в присутствии суспензионной 
культуры биомасса биопленки C. maltosa ВКПМ 
Y-194 на среде с ОГ и вОГ была значимо ниже, чем 
в контроле, а с ОГ значимо ниже, чем с вОГ как на 
3 сут, так и на 7 сут (рис. 1). При ежесуточной сме-
не среды 3-суточные биопленки при росте с вОГ 
не отличались от контроля, 7-суточные биопленки 
были менее массивны как на среде с ОГ, так и на 
среде с вОГ. Разрушение 7-суточных биопленок 
было значимо больше в присутствии УНМ, что, 
вероятно, связано со старением биопленки. Био-
пленкообразование является адаптивной реакцией 
микроорганизмов и может усиливаться в ответ на 
различные факторы окружающей среды. Ингиби-
рование биопленкообразования является след-
ствием воздействия как на отдельные клетки (сни-
жение жизнеспособности и  адгезии клеток), так 
и  биопленку в целом (уменьшение выработки эк-
зополимеров, разрушение биопленки). Известно, 
что механизмы и стадии формирования дрожже-
вых биопленок в основном сходны с таковыми 
бактериальных биопленок [25]. При сравнении 
действия ОГ и вОГ на бактерии в большинстве ра-
бот отмечено, что вОГ за счет своей гидрофобно-
сти и повышенного сродства к липидам мембраны 
оказывает на бактериальные клетки более значи-
тельное повреждающее действие, чем ОГ [12–14]. 
Нами было отмечено, что ОГ в питательной среде 
сильнее снижает биопленкообразование дрожжей, 
чем вОГ. Известно, что клеточная стенка дрожжей 
содержит около 40% маннанопротеинов, около 
60% глюкана и около 2% хитина [26], тогда как 
бактериальная клеточная стенка содержит пепти-
догликан, а у грамотрицательных – пептидогликан 
и  наружную мембрану. Различия поверхностных 
свойств клеток микроорганизмов может быть при-
чиной различного действия УНМ на их биоплен-
кообразование.

Рис. 1. Биомасса биопленок C. maltosa ВКПМ Y-194 при росте 
с ОГ и вОГ. А – рост биопленки в присутствии суспензии, Б – 
рост биопленки при ежесуточном удалении планктонных кле-
ток, В – разрушение зрелой биопленки.
Представлено распределение значений в выборке: медиана, 
верхний и нижний квартили, максимумы и минимумы, * – 
статистически значимое отличие от контроля без УНМ, ** – 
статистически значимое отличие биомассы биопленки на сре-
де с ОГ от таковой на среде с вОГ (ANOVA)
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Влияние ОГ и вОГ на метаболическую актив-
ность биопленок C. maltosa ВКПМ Y-194. Метабо-
лическую активность C. maltosa ВКПМ Y-194 оце-
нивали по уровню восстановления соли 
тетразолия до формазана (реактив methyl thiazolyl 
tetrazolium), которое осуществляется дегидрогена-
зами живых клеток (рис. 2А). Дегидрогеназная ак-
тивность клеток 3-суточных биопленок, выращен-
ных в присутствии ОГ, не отличалась от 
активности клеток контрольной группы (p > 0,05), 
но была значимо выше в биопленках, образован-
ных на среде с вОГ. Метаболическая активность 
7-суточных биопленок, выращенных в присут-
ствии УНМ, значимо превышала контрольную. 
Возрастание дыхательной активности клеток мо-
жет быть связано как с адаптационной реакцией 
клеток в ответ на присутствие стрессового факто-
ра (УНМ) в среде, так и с большей долей живых 
клеток в биопленке.

Влияние ОГ и вОГ на содержание АТФ в клетках 
биопленок C. maltosa ВКПМ Y-194. При росте 
C.  maltosa ВКПМ Y-194 в присутствии УНМ вну-
триклеточное содержание АТФ значимо превыша-
ло таковое в контроле как в 3 сут, так и в 7 сут био-
пленках (рис. 2Б), что коррелирует с данными по 
дегидрогеназной активности. Однако при оценке 
общей биомассы биопленки было показано сниже-
ние биопленкообразования в присутствии ОГ 
и вОГ. Так как кристаллический фиолетовый окра-
шивает не только клетки, но и  полимерный  

Рис. 2. Уровень метаболизма клеток 3-суточных (1, 3) и 7-су-
точных (2, 4) биопленок C. maltosa ВКПМ Y-194 при росте 
(1,  2) и разрушении (3, 4) в присутствии УНМ, оцененный: 
А – по восстановлению соли тетрозолия, Б – по содержанию 
внутриклеточного АТФ.
Данные представлены в виде среднего ± ошибка среднего 
(n = 16), * – статистически значимое отличие от контроля без 
УНМ (t-критерий, р < 0,05)

Рис. 3. Флуоресцентная микроскопия клеток биопленок C. maltosa ВКПМ Y-194, окрашенных красителем Live/Dead. Зеленое 
окрашивание – клетки с неповрежденной мембраной; красное окрашивание – клетки с поврежденной мембраной; указано 
среднее %-ное соотношение (зеленые клетки / красные клетки) ± ошибка среднего (n = 11). А, Б, В – 3-суточные биопленки,  
Г, Д, Е – 7-суточные биопленки; А, Г – контроль, Б, Д – обработка ОГ, В, Е – обработка вОГ.
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матрикс, можно выдвинуть предположение, что 
УНМ снижают выработку экзополимеров и воз- 
действуют на клетки как стрессовый фактор. Воз-
растание содержания АТФ в клетке может быть  
следствием разобщения энергетического и  кон-
структивного метаболизма, поэтому нельзя одно-
значно утверждать, что увеличение концентрации 
АТФ в биопленках, выращенных в  присутствии 
УНМ, свидетельствует о большем количестве жиз-
неспособных клеток, чем в контрольной биоплен-
ке. При воздействии УНМ в течение 4 ч на зрелые 
биопленки, выращенные на питательной среде без 
УНМ, было установлено значимое снижение вну-
триклеточного АТФ по отношению к контролю. 
Это могло быть следствием более интенсивного 
разрушения биопленки и гибели клеток.

Влияние ОГ и вОГ на проницаемость мембраны 
клеток биопленок C. maltosa ВКПМ Y-194. Показа-
но, что количество клеток C. maltosa ВКПМ Y-194 
с поврежденной мембраной значительно возрас-
тает при воздействии ОГ на 7-суточные биоплен-
ки (рис. 3). При воздействии вОГ на 3- и 7-суточ-
ные биопленки и ОГ на 3-суточные биопленки 
процентное соотношение мертвых клеток по срав-
нению с контролем не возрастает.

Кислородсодержащие группы усиливают не-
гативное действие графена – вероятно, за счет 
большего сродства УНМ к поверхности клетки. 
Поверхность клеток C. maltosa ВКПМ Y-194 обла-

дает значительной гидрофобностью, штамм обра-
зует массивные биопленки на полистироле, также 
известно о способности данного вида дрожжей к  
биодеградации углеводородов нефти [23]. При 
этом более гидрофобный УНМ (вОГ) не обладает 
таким повреждающим действием на биопленки 
этого штамма дрожжей, что может быть связано 
не столько со свойствами поверхности клетки, 
сколько с защитным действием экзополимерного 
матрикса, который препятствует активной диффу-
зии вОГ.

Заключение 
Таким образом, показано, что негативное 

влияние ОГ на биопленки C. maltosa ВКПМ Y-194 
более выражено, чем вОГ. Негативное влияние 
УНМ более выражено по отношению к зрелым 
7-суточным биопленкам, чем к 3-суточным. При 
этом не наблюдается как полного подавления 
биопленкообразования, так и полной эрадикации 
биопленок под воздействием этих УНМ.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда (проект 
№ 24-24-20008, https://rscf.ru/project/24-24-20008/, 
Пермский край). Исследования проводили без ис-
пользования животных и без привлечения людей 
в  качестве испытуемых. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.
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Graphene derivatives (oxide and its reduced form) are promising carbon nanomaterials (CNMs) 
used in industry, electronics, medicine and biotechnology. The aim of the work was to study the 
effect of graphene oxide (GO) and its reduced form (rGO) on the formation and eradication of 
Candida maltosa VKPM Y-194 biofilms, metabolic activity, intracellular ATP content and the 
permeability of the cytoplasmic membrane of biofilm cells. It was found that GO and rGO 
slightly suppress yeast biofilm formation, and the decrease in biofilm biomass during growth in 
the presence of GO is significantly greater than during cell growth with rGO. The destruction of 
mature 7-day yeast biofilms is slightly greater in the presence of CNMs than in the control, and 
significantly greater than that of 3-day ones. At the same time, the metabolic activity of biofilm 
cells, assessed by the reduction of tetrazolium salt (methyl thiazolyl tetrazolium reagent), upon 
contact of biofilm cells with CNM for 4 hours, significantly increased in 3-day biofilms exposed 
to rGO. The content of intracellular ATP in biofilms grown in the presence of CNMs exceeded 
that in the control, but was lower after 4-hour effect on mature biofilms grown in a nutrient 
medium without CNM. The greatest negative effect on the cytoplasmic membrane of biofilm 
cells, which was expressed in an increase in its permeability, was exerted by GO upon 4-hour 
exposure to a 7-day biofilm. It was found that the negative effect of CNMs on biofilms of 
C.  maltosa VKPM Y-194 is more pronounced when exposed to GO than to rGO, and higher 
when exposed to 7-day biofilms than to 3-day ones. Complete inhibition of biofilm formation 
and complete eradication of mature biofilms under the effect of CNMs have not been 
established.
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