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Аннотация. Целью исследования являлось проведение оценки устойчивости бактериальных биопленок культур 
Alcaligenes faecalis 2, Achromobacter pulmonis, Paenibacillus odorifer и Bacillus subtilis при стрессирующем воздей-
ствии физико-химических факторов среды в процессе периодического культивирования. В качестве основных 
параметров были выбраны температура (10 и 50 °С) и pH среды (5,0 и 10,0), содержание поверхностно-ак-
тивных веществ (додецилсульфат натрия) в концентрациях 5, 10 и 50 мг/дм3. Установлено, что в области низких 
температурных значений (10 °С) увеличивается массивность биопленки микроорганизмов Alcaligenes faecalis 2, 
Achromobacter pulmonis ПНОС и Bacillus subtilis. Отмечено, что бактериальная биопленка Alcaligenes faecalis 2 
проявляет устойчивость и метаболическую активность в кислых условиях среды. При повышении значений pH 
среды до 10,0 происходит увеличение количества биопленки микроорганизмов Bacillus subtilis. При воздей-
ствии раствора додецилсульфата натрия в интервале от 5 до 10 мг/дм3 наблюдается процесс формирования 
бактериальной биопленки Alcaligenes faecalis 2, Bacillus subtilis, Achromobacter pulmonis ПНОС и Paenibacillus 
odorifer. Ответной реакцией на воздействие додецилсульфата натрия в области высоких концентраций (10 и 
50 мг/дм3) является сохранение количества биомассы и массивности биопленки для штамма микроорганизмов 
Achromobacter pulmonis ПНОС. Таким образом, показана стрессоустойчивость рассмотренных культур под 
воздействием отрицательных внешних факторов среды, что может способствовать устойчивости микробных 
культур к различным видам поллютантов в технологиях очистки загрязненных сред.
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Abstract. The study was aimed at evaluating the resistance of Alcaligenes faecalis 2, Achromobacter pulmonis, Paeni-
bacillus odorifer, and Bacillus subtilis biofilms to negative physicochemical external factors during batch culture. The 
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main analyzed parameters included temperature (10 and 50 °С) and pH level (5.0 and 10.0), as well as surfactant 
(sodium dodecyl sulfate) concentrations of 5, 10, and 50 mg/dm3. At low temperatures (10 °С), the size of Alcaligenes 
faecalis 2, Achromobacter pulmonis PNOS, and Bacillus subtilis biofilms was found to increase. The Alcaligenes faecalis 2 
biofilm was noted to exhibit resistance and metabolic activity under acidic conditions. A pH rise to 10.0 resulted 
in a higher amount of Bacillus subtilis biofilm. When exposed to sodium dodecyl sulfate solution (5 to 10 mg/dm3),  
Alcaligenes faecalis 2, Bacillus subtilis, Achromobacter pulmonis PNOS, and Paenibacillus odorifer biofilms were 
observed to form. In response to the exposure to high sodium dodecyl sulfate concentrations (10 and 50 mg/dm3), 
the biomass and size of Achromobacter pulmonis PNOS biofilm remained unchanged. Thus, the considered cultures 
were shown to be stress-resistant to negative external factors, which may contribute to the resistance of microbial 
cultures to various types of pollutants in treatment technologies.
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ВВЕДЕНИЕ
В естественной среде обитания биопленка пред-

ставляет собой динамически изменяющееся микробное 
сообщество, формирующееся в результате симбиоти-
ческих взаимоотношений отдельных групп микроор-
ганизмов. Популяция микробных клеток в биопленке 
варьирует от 108 до 1011 на 1 г сырой биомассы [1]. 
Процесс формирования биопленок включает в себя 
несколько этапов: адгезия клеток к поверхности, обра-
зование микроколоний, синтез экзополисахаридного 
матрикса, дисперсия биопленки и последующее высво-
бождение планктонных клеток для возобновления цикла 
биопленкообразования. Явление «чувство кворума» 
(QS-система), описанное в ряде исследований, обу-
словливает развитие и дисперсию биопленок. С другой 
стороны, отмечена значительная роль в процессе фор-
мирования биопленок TCS-системы, представляющей 
собой клеточную сигнализацию, которая обеспечивает 
адаптивную реакцию микроорганизмов как к изме-
нениям внутри клеток, так и к абиотическим факторам 
среды [2]. Согласно недавним исследованиям, также 
обнаружена функциональная связь между процессами 
пост-трансляционной модификации белков (фосфори-
лирование по ключевым аминокислотам Ser-Thr-Tyr) и 
Lys-ацетилированием в образовании биопленок [3]. 
Формирование и развитие бактериальной биопленки 
во многом связано с защитной реакцией микробного 
сообщества на стрессовые факторы окружающей среды 
(изменения температуры, активной реакции среды, 
состава и доступности субстрата, содержания анти-
микробных веществ, межвидового взаимодействия 
в микробном сообществе, типа поверхности и др.). 

Так, было проанализировано влияние pH среды (в 
диапазоне от 5,5 до 8,5) на образование биопленок у 
микроорганизмов Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 
pneumoniae и Vibrio cholerae [4, 5]. При повышении pH 
среды наблюдается увеличение биопленкообразующей 
способности у всех протестированных видов и штаммов 
бактерий. Усиленное образование биопленки наблю-
дается для бактерий Escherichia coli при pH 2,5, что 
связано с активацией белка ycfR, ответственного за 
устойчивость ко многим стрессовым воздействиям [6].

В других исследованиях оценивалось влияние темпе-
ратурного режима на степень образования биопленки 
у штамма бактерий Stenotrophomonas maltophilia [7]. 
Активное формирование биопленок у исследуемых 
бактериальных культур осуществляется при темпе-

ратуре  32  °C. Изучено температурное воздействие 
на бактерии Pseudomonas aeruginosa (при 23 и 37 °C 
соответственно). В интервале низких температурных 
значений наблюдается увеличение биопленкообразующей 
активности и отмечаются различия в экспрессии генов 
у микроорганизмов [8].

Условия культивирования и физиологическое 
состояние клеточных популяций также оказывают 
влияние на биоокисление загрязняющих веществ. 
Поверхностно-активные вещества (ПАВ) относятся 
к числу соединений, отрицательно воздействующих 
на бактериальную биопленку [9]. Однако существуют 
исследования, доказывающие противоположный эффект 
влияния ПАВ на микроорганизмы. Доказано, что при 
воздействии низких концентраций анионного ПАВ (доде-
цилсульфата натрия) на бактерии рода Pseudomonas 
наблюдается увеличение процесса биопленкообразо-
вания исследуемым микробным сообществом. Уве-
личивается степень микробной колонизации и фор-
мирование биопленки на гидрофобном носителе при 
воздействии синтетических ПАВ (Novanik 0633A) на 
бактерии Rhodococcus erythropolis [10]. 

Развитие бактериальной биопленки зависит от 
доступности растворенного кислорода. Доступность 
растворенного кислорода повлияла на структуру био-
пленки факультативно анаэробной культуры Escherichia 
coli: в аэробных условиях в биопленке преобладали 
грибовидные микроколонии, в бескислородной среде 
биопленка имела тонкую неоднородную структуру [11]. 
Стоить отметить, что в аэробных условиях бактерии 
Pseudomonas aeruginosa формируют более массивные 
и трехмерные биопленки, но за счет быстрого потре-
бления кислорода образуются анаэробные зоны, в 
которых бактерии утрачивают свою активность [12]. 

Во многих исследованиях представлены результаты 
влияния количества и доступности органического суб-
страта на биопленкообразующую способность микроор-
ганизмов. Отмечено, что при культивировании бактерий 
рода Escherichia на питательной среде с добавлением 
глюкозы увеличивается скорость образования биопленок. 
Однако содержание в среде глюкозы оказывает инги-
бирующее воздействие на формирование биопленки 
микроорганизмами Klebsiella pneumoniae, Citrobacter 
freundii и Salmonella enterica [13, 14].

Бактериальные биопленки рассматриваются как один 
из ключевых инструментов экологической биотехнологии 
в процессах биоремедиации загрязненных экосистем, 
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в частности в очистке сточных вод микроорганизмами 
активного ила. Это связано с тем, что биопленка состоит 
из множества структурных компонентов, способствующих 
иммобилизации и солюбилизации ряда соединений из 
водной среды. Микробная биопленка активного ила, 
характеризующаяся наличием аэробных и анаэробных 
микрозон, обеспечивает возможность одновременного 
протекания процессов нитрификации, денитрификации и 
фосфатаккумуляции [15]. Биопленочные или гибридные 
конфигурации (MBBR, IFAS, гранулы активного ила) спо-
собствуют уменьшению генерации избыточного ила, 
снижению гидравлического времени удерживания 
осадка и повышению стабильности процессов при 
переменных нагрузках [16–18]. 

В процессах эксплуатации на очистных сооружениях 
активный ил регулярно подвергается воздействию стрес-
соров – колебаний гидравлической и органической 
нагрузки, изменения концентрации кислорода, pH, тем-
пературы, токсичных соединений (тяжелые металлы, 
антимикробные вещества и др.) [19–21]. Несмотря на 
значительное количество исследований, посвященных 
роли биопленочных сообществ в процессах биологи-
ческой очистки сточных вод, ряд аспектов, касающихся 
функционирования биопленки в условиях изменения 
внешней среды, остается недостаточно изученным. Для 
реализации технологии очистки сточных вод от азота 
в мембранном аэрируемом биореакторе в условиях 
холодного климата было изучено влияние температуры 
(8 и 30 °C соответственно) на процесс нитрификации. 
При температуре 8 °C достигнута высокая скорость 
нитрификации (3,08 г N×м-2×сут-1) [22]. Проводятся иссле-
дования по влиянию pH среды на развитие фосфатакку-
мулирующих микроорганизмов в составе биопленок и 
эффективности дефосфатации в секвенционном реакторе 
с биопленкой. Установлено, что доля представителей 
фосфатаккумулирующих микроорганизмов Candidatus 
Accumulibacter в биопленке составляет 33–60%, тогда 
как в суспендированном активном иле – 8–33%. При 
значениях pH среды от 7,5 до 8,0 эффективность фос-
фатаккумуляции достигает в среднем 90% [23]. 

Таким образом, особый интерес представляет изу-
чение воздействия параметров среды культивирования 
в условиях стресса на процесс биопленкообразования. 
Глубокое понимание механизмов воздействия внешних 
факторов на формирование биопленок микробных 
консорциумов обеспечит дальнейшую оптимизацию 
технологии биоремедиации экосистем от загрязняющих 
веществ. 

В связи с вышесказанным целью проведенного 
исследования являлась оценка биопленкообразования 
активного ила бактериальными культурами и культурами, 
обладающими нитрилгидролизующей активностью, в 
ответ на воздействие стрессирующих факторов среды 
в процессе периодического культивирования.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объекты исследования и условия культивирования. В 

ранее описанной работе [24] были проанализированы и 
выбраны перспективные бактериальные монокультуры, 
обладающие высокой активностью к формированию 
микробных биопленок. В связи с этим в качестве объ-
ектов исследований выступили бактерии микробных 
сообществ, участвующих в очистке коммунально-бытовых 

и промышленных сточных вод: Alcaligenes faecalis 2 [25], 
Achromobacter pulmonis ПНОС [26], Paenibacillus odorifer 
и Bacillus subtilis, выделенные из биоценоза активного 
ила. Для рассматриваемых бактериальных культур опти-
мальные значения температуры для роста находятся 
в диапазоне от 30 до 37 °С, pH – в интервале от 6,5 
до 7,5 [27–30]. Экспериментальные исследования про-
водили с суспензией суточной бактериальной культуры, 
выращенной на среде LB при периодическом культи-
вировании при температуре 30 °С со скоростью пере-
мешивания 120 об/мин [31].

Анализ устойчивости бактериальных биопленок к 
внешним факторам окружающей среды. Для оценки 
устойчивости бактериальных биопленок под влиянием 
внешних факторов среды были выбраны следующие пара-
метры: температура (10 и 50 °С), pH среды (5,0 и 10,0) 
и содержание ПАВ (додецилсульфата натрия) в концен-
трациях 5, 10 и 50 мг/дм3.

Экспериментальное исследование биопленкообра-
зования монокультурами и воздействие температурного 
режима (10 и 50 °С) на устойчивость полученной био-
пленки состояло из нескольких этапов, а именно:

1. В 96-луночные полистирольные планшеты («Мед-
полимер», Россия), вносили 150 мкл питательной среды 
LB и инокулят микроорганизмов в количестве 10 мкл. 
Культивирование проводили в термостате в течение 
72 ч при 30 °С. 

2. По истечение 3 суток культивирования из лунок 
планшета осуществляли удаление культуральной жид-
кости декантацией и дважды отмывали биопленку от 
остатков питательной среды 200 мкл стерильным 
калий-фосфатным буфером.

3. Затем в опытные лунки планшета с микробной био-
пленкой добавляли стерильную свежую питательную среду 
LB и термостатировали при 10 и 50 °С в течение 24 ч.

4. Для оценки устойчивости биопленок при небла-
гоприятном температурном воздействии (10 и 50 °С) 
дальнейшее культивирование проводили в оптимальных 
условиях при 30 °С в течение 48 ч.

5. В качестве контрольного образца использовали 
биопленку бактериальной монокультуры, выращенную 
в лунках планшета с соблюдением вышеупомянутых 
стадий при 30 °С без изменения температурного режима.

Для оценки влияния активной реакции среды на 
развитие биопленки осуществлялось культивирование 
бактериальной биопленки в щелочной (рН 10,0±0,2) и 
кислой (рН 5,0±0,2) питательной среде LB. Стерильными 
растворами гидроокиси натрия и соляной кислоты 
доводили pH среды до необходимых значений. Экспе-
риментальное исследование на данном этапе состояло 
в осуществлении следующих процедур:

1. Первоначально проводили планшетное культиви-
рование трехсуточной микробной биопленки в подкис-
ленной (рН 5,0±0,2) и щелочной (рН 10,0±0,2) среде 
LB в течение 24 ч при 30 °С.

2. Далее осуществляли удаление культуральной 
жидкости и двукратное промывание лунок планшета 
стерильным калий-фосфатным буфером.

3. Проводили периодическое культивирование 
микробной биопленки с добавлением свежей пита-
тельной среды LB объемом 150 мкл с нейтральным 
значением pH среды 7,0±0,2 при 30 °С в течение 48 ч. 
В контрольных лунках планшета осуществляли культи-
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вирование микроорганизмов в аналогичных условиях 
на питательной среде LB с pH среды 7,0±0,2.

С целью оценки воздействия еще одного фактора 
внешней среды – ПАВ – на устойчивость микробной 
биопленки осуществляли добавление раствора додецил-
сульфата натрия в питательную среду с конечной кон-
центрацией додецилсульфата натрия 5, 10 и 50 мг/дм3  
по следующему алгоритму:

1. В опытные лунки планшета с 3-суточной микробной 
биопленкой добавляли 150 мкл стерильной питательной 
среды LB, содержащей додецилсульфат натрия. Инкуби-
рование биопленок проводили в термостате в течение 
24 ч при 30 °С.

3. Далее удаляли культуральную жидкость и обраба-
тывали лунки планшета стерильным калий-фосфатным 
буфером.

3. С целью анализа ответной реакции бактериальной 
биопленки на стрессовый фактор – содержание ПАВ – 
проводили периодическое культивирование микроор-
ганизмов в стерильной питательной среде LB при отсут-
ствии раствора додецилсульфата натрия в течение 48 ч 
при 30 °С.

4. В контрольных планшетах культивирование био-
пленок осуществляли с соблюдением предыдущих стадий 
без добавления в питательную среду LB раствора доде-
цилсульфата натрия.

Материалы и методы исследования. В процессе 
периодического культивирования анализировали рост 
микроорганизмов путем измерения оптической плот-
ности культуральной жидкости на микропланшетном 
ридере Tecan Infiinite М1000 Pro (Tecan, Швейцария) 
при длине волны 540 нм. Массивность биопленки как 
количественный показатель массы биопленки определяли 
окрашиванием образцов биопленки 0,1%-м раствором 
кристаллического фиолетового, дальнейшим экстраги-
рованием красителя 96%-м этанолом и измерением 
оптической плотности экстрактов на микропланшетном 
ридере при длине волны 540 нм [32]. Для определения 
экзополисахаридов в составе биопленки осуществляли 
окрашивание образцов биопленки с помощью специ-
фического красителя конго красного (конечная концен-
трация красителя – 40 мкг/мл). Далее экстрагировали 
краситель 96%-м этанолом и измеряли оптическую 
плотность экстрактов на микропланшетном ридере при 
длине волны 490 нм [33]. Метаболическая активность 
микроорганизмов в составе биопленок оценивали путем 

окрашивания клеток с помощью красителя PrestoBlue 
HS Viability Reagent. Флуоресценцию клеток определяли 
на планшетном ридере при длине волны возбуждения/
эмиссии 560/590 нм [34].

Обработка результатов экспериментов проводилась 
с помощью пакета прикладных программ Microsoft 
Excel  2019 с оценкой достоверности по критерию 
Стьюдента – Фишера. Использовали параметрический 
t-критерий Стьюдента. Различие считали достоверным 
при уровне значимости p < 0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На начальном этапе исследований оценивались 

биомасса и микробная биопленка после 72-часового 
периодического культивирования в планшете (табл. 1).

Установлено, что начальное содержание микроорга-
низмов в опытных лунках планшета составляло от 0,02 
до 0,13 опт.ед. В результате культивирования микроорга-
низмов в течение 72 ч наибольшие значения оптической 
плотности бактериальной суспензии наблюдаются для 
культур бактерий Alcaligenes faecalis 2 и Achromobacter 
pulmonis ПНОС. При этом следует отметить, что способ-
ность к образованию биопленки и, как следствие, мас-
сивность биопленки у культуры Achromobacter pulmonis 
ПНОС ниже в среднем на 33–44%, чем у культур Bacillus 
subtilis и Paenibacillus odorifer. 

Температура оказывает значительное влияние на 
распространение и развитие микробных биопленок 
в экосистеме. Изменение температурного режима 
воздействует на скорость диффузии растворенного 
кислорода и метаболическую активность микробных 
клеток [35]. На следующем этапе проводился анализ 
воздействия температуры в области низких и высоких 
значений (10 и 50 °С) на устойчивость бактериальных 
биопленок (табл. 2).

Влияние температурного фактора на устойчи-
вость бактериальных биопленок изучено при пред-
варительном стрессировании культур Alcaligenes 
faecalis  2, Achromobacter pulmonis ПНОС, Bacillus 
subtilis и Paenibacillus odorifer температурой 10 и 50 °С 
в течение 24 ч. 

В результате термостатирования исследуемых 
культур микроорганизмов при 10 °С значение опти-
ческой плотности бактериальной суспензии варьирует 
от 0,8 до 1,1 опт.ед. и не имеет существенного отличия 
от контрольных образцов без температурного стресса 

Таблица 1. Результаты измерения оптической плотности бактериальной суспензии и массивности  
бактериальных биопленок

Table 1. Optical density of the bacterial suspension and the massiveness of bacterial biofilms

Показатель
Исследуемые бактериальные культуры

Alcaligenes  
faecalis 2

Achromobacter  
pulmonis ПНОС

Paenibacillus  
odorifer

Bacillus  
subtilis

Начальная оптическая плотность 
бактериальной суспензии  
при λ = 540 нм

0,03±0,0015 0,05±0,0025 0,13±0,0065 0,02±0,0010

Оптическая плотность  
бактериальной суспензии  
при λ = 540 нм (через 72 ч)

0,95±0,0600 0,67±0,1400 0,18±0,0600 0,20±0,0600

Массивность биопленки  
при λ = 540 нм 0,47±0,0600 0,08±0,0500 0,18±0,0600 0,12±0,0800
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(см. табл. 2, температуру 30 °С). В области высоких тем-
пературных значений для микроорганизмов Alcaligenes 
faecalis 2, Bacillus subtilis и Paenibacillus odorifer наблю-
дается уменьшение значения оптической плотности 
бактериальной суспензии в среднем на 38, 65 и 60% 
по сравнению с количеством клеток в контрольных 
лунках планшета. 

Далее следует отметить, что периодическое культи-
вирование микроорганизмов при температуре 10 °С 
оказало влияние на устойчивость исследованных био-
пленок. В результате предварительного стрессирования 
клеток в течение 24 ч массивность биопленки бакте-
риальных культур Alcaligenes faecalis 2, Achromobacter 
pulmonis ПНОС, Bacillus subtilis увеличивается в среднем 
на 29, 43 и 20% соответственно по сравнению с кон-
трольными образцами. Одновременно отмечено, что 
изменения массивности биопленки культуры Paenibacillus 
odorifer в ответ на снижение температуры до 10 °С не 
наблюдается. Содержание биопленки в опытной системе 
и в контрольных образцах изменяется в среднем от 
0,70 до 0,77 опт.ед. 

Термостатирование микроорганизмов при 50 °С в 
течение суток привело к дальнейшему снижению массив-
ности биопленки Paenibacillus odorifer и Bacillus subtilis 
в среднем на 49 и 45% в сравнении с оптимальным 
температурным режимом (30 °С). Несмотря на высокие 
значения оптической плотности бактериальной суспензии 
Alcaligenes faecalis 2 и Achromobacter pulmonis ПНОС, 
стрессирующий фактор оказал ингибирующее воздей-
ствие на формирование микробной биопленки. 

Данные, полученные при количественной оценке 
содержания экзополисахаридов, коррелируют с резуль-
татами измерения массивности биопленки бактери-
альных культур. 

В условиях предварительного стрессирования микро-
организмов Alcaligenes faecalis 2 в составе биопленки 
при 10 °С наблюдается увеличение метаболической 
активности в среднем на 65,8% по сравнению с кон-
трольными образцами микробной биопленки. Несмотря 
на устойчивость биопленки бактериальной культуры 
Achromobacter pulmonis ПНОС к низкой температуре, 
наблюдается снижение метаболической активности 

Таблица 2. Анализ влияния температуры среды на массивность биопленок, метаболическую активность,  
биомассу и количество экзополисахаридов микроорганизмов

Table 2. Environmental temperature effect on the massiveness of biofilms, metabolic activity, biomass,  
and the amount of exopolysaccharides of microorganisms

Показатель
Температурный режим, °С

10 30 50
Alcaligenes faecalis 2

Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 1,02±0,15 1,14±0,28 0,70±0,22

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,73±0,10 0,52±0,10 0,002±0,051
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,022±0,0010 0,0072±0,00003 –

Метаболическая активность микроорганизмов  
в составе биопленки, Фл./ОП540

840,00±42,00 286,56±14,32 58,30±2,91

Achromobacter pulmonis ПНОС
Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 1,10±0,23 1,30±0,08 1,01±0,23

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,71±0,19 0,40±0,32 0,11±0,07
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,004±0,0002 0,0019±0,00009 –

Метаболическая активность микроорганизмов  
в составе биопленки, Фл./ОП540

920,39±46,01 1193,89±59,69 81,00±4,05

Paenibacillus odorifer
Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 0,87±0,29 1,13±0,09 0,40±0,15

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,72±0,10 0,77±0,09 0,39±0,13
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,022±0,0011 0,023±0,0011 0,0018±0,00009

Метаболическая активность микроорганизмов  
в составе биопленки, Фл./ОП540

642,02±32,10 773,72±38,68 202,50±10,12

Bacillus subtilis
Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 0,90±0,06 1,04±0,21 0,41±0,09

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,75±0,10 0,60±0,03 0,33±0,11
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,028±0,0014 0,025±0,0012 0,0017±0,00008

Метаболическая активность микроорганизмов  
в составе биопленки, Фл./ОП540

768,25±38,41 991,28±49,56 254,41±12,72

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


540

ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2025  Том 15  N 4
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2025  Vol. 15  No. 4

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

в среднем на 23% по сравнению с контрольными 
образцами. Высокой метаболической активностью 
обладают штаммы микроорганизмов Paenibacillus 
odorifer и Bacillus subtilis при их периодическом куль-
тивировании в отсутствии стрессирующего темпера-
турного фактора. 

Известно, что при повышении температуры уско-
ряются метаболические процессы в микробных клетках, 
что в дальнейшем приводит к увеличению скорости 
роста микроорганизмов [35]. Исследован процесс 
формирования бактериальных биопленок в ответ 
на изменение температурного режима среды (28 и 
37 °С), а также показано, что многие штаммы бактерий 
рода Paenibacillus проявляют устойчивость к низким 
температурам (в среднем 6 °С) [36]. Клетки Bacillus 
subtilis способны использовать различные механизмы 
для сохранения устойчивости к неблагоприятным фак-
торам окружающей среды: подвижность, образование 
экзополисахаридного матрикса и общую реакцию на 
стресс [37]. Изменение структуры жирных кислот в 

липидах мембран является ответной реакцией микро-
организмов, позволяющей адаптироваться к низким 
температурным значениям среды (с 37 до 15 °C) [38]. 
С помощью метода двумерного гель-электрофореза 
установлено, что одной из главных причин устойчивости 
микроорганизмов рода Bacillus является синтез двух 
классов специфических белков: белков, индуцируемых 
при действии низких значений температур (CIPs – termed 
cold-induced proteins), и белков, образующихся после 
завершения стадии акклиматизации к температурным 
условиям среды (CAPs – cold acclimatization proteins) [39].

Иммобилизованные клетки микроорганизмов 
обладают различными механизмами, отвечающими 
на воздействие стрессовых факторов, например, 
изменение активной реакции среды. На следующем 
этапе исследований оценивалось влияние pH среды 
при постоянной температуре 30 °С на устойчивость 
бактериальных биопленок (табл. 3).

Результаты анализа культивирования микроорга-
низмов в условиях кислой среды (pH 5,0) в течение 24 ч 

Таблица 3. Оценка воздействия pH среды на массивность биопленки, метаболическую активность,  
биомассу и количество экзополисахаридов микроорганизмов 

Table 3. Evaluation of medium pH effect on the massiveness of the biofilm, metabolic activity, biomass,  
and the number of exopolysaccharides of microorganisms

Показатель
pH среды

5,0 7,0 10,0
Alcaligenes faecalis 2

Оптическая плотность бактериальной 
суспензии при λ = 540 нм 0,85±0,19 0,88±0,12 1,00±0,09

Массивность биопленки при λ = 540 нм 1,09±0,11 0,81±0,11 0,82±0,07
Количество экзополисахаридов в составе 
биопленки при λ = 490 нм 0,06±0,003 0,01±0,0008 0,02±0,001

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

343,52±17,17 263,20±13,16 277,43±13,87

Achromobacter pulmonis ПНОС
Оптическая плотность бактериальной 
суспензии при λ = 540 нм 0,77±0,42 0,94±0,36 1,15±0,39

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,73±0,14 0,72±0,08 0,68±0,11
Количество экзополисахаридов в составе 
биопленки при λ = 490 нм 0,023±0,001 0,022±0,001 0,013±0,0006

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

196,42±9,82 253,98±12,69 347,00±17,35

Paenibacillus odorifer
Оптическая плотность бактериальной 
суспензии при λ = 540 нм 0,88±0,25 0,99±0,18 1,03±0,31

Массивность биопленки при λ = 540 нм 1,24±0,14 1,26±0,09 1,20±0,09
Количество экзополисахаридов в составе 
биопленки при λ = 490 нм 0,13±0,006 0,17±0,008 0,10±0,005

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

197,01±9,85 187,24±9,36 255,75±12,78

Bacillus subtilis
Оптическая плотность бактериальной 
суспензии при λ = 540 нм 0,83±0,16 1,01±0,19 1,06±0,27

Массивность биопленки при λ = 540 нм 1,28±0,13 1,34±0,10 1,42±0,12
Количество экзополисахаридов в составе 
биопленки при λ = 490 нм 0,14±0,007 0,20±0,01 0,21±0,01

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

256,62±12,83 357,54±17,87 278,23±13,91
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показали, что значения оптической плотности бактери-
альной суспензии для штаммов Alcaligenes faecalis 2 и 
Paenibacillus odorifer не имеют существенных отличий 
при их выращивании в нейтральной среде (оптическая 
плотность варьирует в среднем от 0,8 до 0,9 опт.ед.). 
Максимальное количество клеток Achromobacter pulmonis 
ПНОС и Bacillus subtilis образуется при их стрессировании 
в щелочных условиях среды (pH 10,0) (диапазон изме-
нения оптической плотности бактериальной суспензии 
составляет в среднем от 1,0 до 1,2 опт.ед.). 

Далее отметим, что массивность биопленки микро-
организмов Alcaligenes faecalis 2 увеличивается в 
условиях кислой среды в среднем на 35% по сравнению 
с контрольными образцами (pH 7,0). Количество био-
пленки оказалось максимальным при стрессировании 
бактериальной культуры Bacillus subtilis в щелочной 
среде (рН 10,0). Установлено, что микроорганизмы 
Achromobacter pulmonis ПНОС и Paenibacillus odorifer 
проявляют адаптационные свойства и сохраняют способ-
ность к образованию биопленки как в щелочных, так и в 
кислых условиях среды. В обоих случаях масса сформи-
рованной микробной биопленки соответствовала массе 
биопленки для контрольного образца (рН 7,0). Данные, 
полученные при количественной оценке содержания 
экзополисахаридов, коррелируют с результатами изме-
рения массивности биопленки бактериальных культур.

Наибольшая активность микроорганизмов Alcaligenes 
faecalis 2 наблюдается при культивировании клеток в 
кислых условиях среды, что коррелирует со значениями 
массивности биопленки. Повышение pH среды до 10,0 
привело к увеличению метаболической активности 
микроорганизмов Achromobacter pulmonis ПНОС и 
Paenibacillus odorifer в среднем на 27 и 26% по срав-
нению с контрольными образцами (pH 7,0). Стрессиро-
вание микробных клеток Bacillus subtilis оказало инги-
бирующее воздействие на метаболическую активность 
клеток по сравнению с результатами, полученными в 
процессе инкубирования микроорганизмов в благо-
приятных условиях среды. 

Кислотность среды влияет на механизмы протонного 
насоса и проницаемость клеточной мембраны. Воз-
действие pH среды как стрессирующего фактора при-
водит к процессу активации защитного механизма и 
увеличению образования бактериальной биопленки. 
Доказано, что изменение pH влияет на соотношение 
белков и полисахаридов в матриксе биопленки. Описана 
высокая чувствительность биопленки микроорганизмов 
Alcaligenes faecalis к щелочным условиям среды – рост 
бактерий уменьшается при повышении pH среды 
до 9,0 [40]. Изменение факторов окружающей среды 
воздействует на способность микробных биопленок 
к окислению загрязняющих веществ из сточных вод. 
Биопленкообразующие бактерии рода Bacillus про-
являют устойчивость к щелочным условиям среды при 
температуре 30 °C в течение 24 ч. В экстремальных 
условиях окружающей среды экзополисахаридный 
матрикс обеспечивает структурную и функциональную 
стабильность биопленки. 

При культивировании микроорганизмов рода Bacillus 
в кислых условиях среды (pH 6,0) синтез ключевых 
компонентов экзополисахаридов, а также белков и 
липидов достигает максимальных значений. Подтвер-
дилась аморфная природа экзополисахаридов и изме-

нение функциональных групп (-CH2CHOCH3, –CH3 и –CH2) 
при воздействии на pH среды. Содержание микробной 
биопленки составило 5,28582±0,5372 мкм3/мкм2 при 
толщине 9,982±1,5288 мкм [41, 42]. В исследованиях 
по изучению бактерий рода Achromobacter наибольшая 
степень образования биопленки наблюдается в диа-
пазоне pH среды от 4,0 до 5,5. Для микроорганизмов 
рода Achromobacter идентифицированы гены FliF, FliM 
и FliN, влияющие на процесс адгезии клеток. В устой-
чивость к неблагоприятным факторам окружающей 
среды также вносит вклад использование мембранос-
вязанных белков, участвующих во внутриклеточном 
переносе ключевых компонентов и ферментов [43].

Содержание анионного ПАВ додецилсульфата натрия 
в хозяйственно-бытовых сточных водах варьирует от 3 
до 20 мг/л. Несмотря на ингибирующее воздействие 
высокой концентрации додецилсульфата натрия на 
микробную активность, достигнута высокая степень 
биологического окисления поллютанта микроорганизмами 
в составе биопленки (эффективность удаления додецил-
сульфата натрия в среднем выше 70%) [44]. Микробная 
биопленка демонстрирует устойчивость к содержанию 
ПАВ в среде. Ответной реакцией биопленки на пер-
вичное воздействие додецилсульфата натрия является 
способность к восстановлению дыхательной активности 
микроорганизмов и количества биомассы через 12 
и 5 ч соответственно [45]. 

В связи с этим на следующем этапе исследований 
проводился анализ влияния додецилсульфата натрия на 
изменение массивности биопленки и метаболической 
активности микроорганизмов, выделенных из комму-
нально-бытовых и промышленных сточных вод (табл. 4).

В процессе периодического культивирования штаммов 
микроорганизмов Alcaligenes faecalis 2, Achromobacter 
pulmonis ПНОС, Bacillus subtilis и Paenibacillus odorifer на 
питательной среде, содержащей додецилсульфат натрия 
(с массовой концентрацией 5, 10 и 50 мг/дм3), значения 
оптической плотности бактериальной суспензии изме-
няются в интервале от 0,95 до 1,20 опт.ед.

Микроорганизмы Alcaligenes faecalis 2, Bacillus sub-
tilis и Paenibacillus odorifer сохраняют способность к 
образованию биопленки при воздействии концентрации 
додецилсульфата натрия от 5 до 10 мг/дм3. Однако увели-
чение содержания додецилсульфата натрия до 50 мг/ дм3 

оказывает ингибирующее воздействие и приводит к 
снижению массивности биопленки для рассматриваемых 
бактериальных культур в среднем на 87, 45 и 46% соот-
ветственно по сравнению с опытными образцами с 
минимальным количеством раствора додецилсульфата 
натрия (до 5 мг/дм3). Одновременно отмечено, что инку-
бирование микробных клеток Achromobacter pulmonis 
ПНОС в условиях с повышенным содержанием доде-
цилсульфата натрия оказало стимулирующее воздей-
ствие на бактериальную культуру и сопровождалось 
увеличением массы биопленки в среднем на 38% для 
массовой концентрации додецилсульфата натрия 10 
и 50 мг/дм3 по сравнению с пробами с минимальной 
концентрацией додецилсульфата натрия в среде. Данные, 
полученные при количественной оценке содержания 
экзополисахаридов, коррелируют с результатами изме-
рения массивности биопленки бактериальных культур.

Согласно полученным данным, метаболическая 
активность микроорганизмов Alcaligenes faecalis 2, 
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Таблица 4. Экспериментальный анализ воздействия раствора додецилсульфата натрия на массивность биопленки, 
метаболическую активность, биомассу и количество экзополисахаридов микроорганизмов

Table 4. Effect of sodium dodecyl sulfate solution on the massiveness of the biofilm, metabolic activity, biomass,  
and the number of exopolysaccharides of microorganisms

Показатель
Массовая концентрация додецилсульфата натрия, мг/дм3

5 10 50
Alcaligenes faecalis 2

Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 1,08±0,05 1,07±0,05 1,11±0,05

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,74±0,11 0,68±0,09 0,09±0,06
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,01582±0,0007 0,01065±0,0005 0,00079±0,00003

Метаболическая активность микроорганизмов  
в составе биопленки, Фл./ОП540

216,72±10,83 180,37±9,01 36,03±1,80

Achromobacter pulmonis ПНОС
Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 0,99±0,06 1,01±0,07 1,02±0,05

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,32±0,09 0,52±0,09 0,57±0,08
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,0030±0,0001 0,0067±0,0003 0,0079±0,0003

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

51,57±2,57 78,77±3,93 23,58±1,17

Paenibacillus odorifer
Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 0,99±0,05 0,94±0,05 0,97±0,05

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,73±0,09 0,62±0,11 0,40±0,07
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,0133±0,0006 0,0084±0,0004 0,0037±0,0001

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

307,25±15,36 30,64±1,53 52,38±2,61

Bacillus subtilis
Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 0,98±0,05 0,95±0,05 0,97±0,06

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,73±0,07 0,62±0,10 0,39±0,08
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,0132±0,0006 0,0089±0,0004 0,0042±0,0002

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

306,12±15,30 144,4±7,22 8,82±0,44

Bacillus subtilis и Paenibacillus odorifer в составе био-
пленки сохраняется при воздействии додецилсульфата 
натрия с конечной концентрацией в среде 5 мг/дм3. 
Отмечено, что бактериальная культура Achromobacter 
pulmonis ПНОС сохраняет устойчивость и метаболи-
ческую активность к содержанию раствора токсиканта 
в системе до 10 мг/дм3. 

Что касается исследования влияния ПАВ на микробные 
биопленки, необходимо отметить следующие данные из 
предметной литературы. Так, в исследованиях М. Федейлы 
и др. [46] анализировалась способность к биодеградации 
анионных ПАВ микробным консорциумом биопленки, 
состоящим из Alcaligenes faecalis, Enterobacter cloacae 
и Serratia marcescens. Эффективность удаления доде-
цилсульфата натрия бактериальным консорциумом в 
аэробных условиях при температуре 30 °C составила в 
среднем 94%. В аналогичных условиях среды степень 
биотрансформации додецилсульфата натрия монокуль-
турой Alcaligenes faecalis составила в среднем 23%. 
Также установлено [47], что бактерии родов Bacillus и 
Paenibacillus способны использовать додецилсульфат 

натрия в качестве углеродного субстрата. Анализ про-
водили в фосфатно-солевом растворе с добавлением 
додецилсульфата натрия. Изоляты микроорганизмов 
были получены на твердой питательной среде с концен-
трацией раствора додецилсульфата натрия 1000 Мм. 
Эффективность биохимического окисления додецил-
сульфата натрия бактериями рода Bacillus составило 
в среднем 51%. Экспериментально доказана эффек-
тивная биодеградирующая способность додецилсульфата 
натрия при массовой концентрации 100 мг/л с помощью 
микроорганизмов рода Achromobacter, иммобилизо-
ванных на композитном материале на основе ацетата 
целлюлозы [45]. Ряд исследований посвящен изучению 
влияния ПАВ на метаболическую активность микроор-
ганизмов. Повышенное содержание додецилсульфата 
натрия приводит к увеличению денатурирующей спо-
собности вещества, но к снижению активности таких 
ферментов, как фосфатаза, бета-глюкозидаза и лейци-
наминопептидаза (фермент, способствующий гидролизу 
лейцина и других N-концевых остатков на концах пептидов 
и белков) в бактериальной биопленке.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В ходе проведения экспериментальных исследо-

ваний доказано, что при понижении температуры 
среды до 10 °С осуществляется увеличение мас-
сивности биопленки микроорганизмов Alcaligenes 
faecalis 2, Achromobacter pulmonis ПНОС и Bacillus 
subtilis. Анализ бактериальной культуры Paenibacillus 
odorifer показал высокую способность к образованию 
биопленки при их периодическом культивировании 
при 30 °С в нейтральных условиях среды. Установлено, 
что бактериальная биопленка Alcaligenes faecalis 2 
проявляет устойчивость и метаболическую активность 
в кислых условиях среды. Повышение значений pH 
среды до 10,0 сопровождается увеличением коли-
чества биопленки микроорганизмов Bacillus subtilis. 
При воздействии раствора додецилсульфата натрия 
в интервале от 5 до 10 мг/дм3 сохраняется способ-
ность к биопленкообразованию для культур Alcaligenes 
faecalis 2, Bacillus subtilis, Achromobacter pulmonis 
ПНОС и Paenibacillus odorifer. Ответной реакцией на 
воздействие додецилсульфата натрия в области высоких 
концентраций (10 и 50 мг/дм3) является сохранение 
биомассы и массивности биопленки для штамма 
микроорганизмов Achromobacter pulmonis ПНОС. 

В связи с увеличением содержания токсичных ксе-
нобиотических соединений в окружающей среде вслед-
ствие сброса неочищенных сточных вод в водные эко-
системы, загрязнения почв и т.п. осуществляется поиск 
альтернативных способов для увеличения эффективности 
процесса биоремедиации. Технологии очистки сточных 
вод с использованием биопленок обеспечивают интен-
сивное удаление загрязняющих веществ, что способ-
ствует эффективному восстановлению природных свойств 
окружающей среды. Высокая плотность клеток и стрес-
соустойчивость микроорганизмов в составе биопленки 
обеспечивают биотрансформацию ряда гидрофобных 
и токсичных соединений. Биопленка обладает многими 
конструктивными и сорбционными свойствами: компо-
ненты экзополисахаридов являются потенциальными 
биоэмульгаторами, полисахариды действуют как защитный 
барьер клеток, рецепторные белки ответственны за опре-
деление плотности биопленки, а структурные белки необ-
ходимы для агрегации клеток микроорганизмов. Таким 
образом, биопленка обеспечивает оптимальную среду 
для межклеточного взаимодействия и обмена генети-
ческим материалом, коммуникационных сигналов, что 
в дальнейшем способствует минимизации воздействия 
ксенобиотических соединений в окружающей среде.
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