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Получены новые типы биогибридных материалов, изготовленные с использованием карбонат-об-
разующих бактерий Sporosarcina pasteurii и органического матрикса. В качестве органического мат-
рикса использовалась бактериальная целлюлоза, полученная с помощью бактерий Komagateibacter
xylinus, нити зеленых водорослей Aegagropila linnaei и различные виды биополимеров. Морфология
полученных материалов охарактеризована методами растровой электронной микроскопии.
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ВВЕДЕНИЕ

Биогибридные материалы – композиты, состо-
ящие из различных биологических компонентов,
таких как биополимеры, клетки и ткани; а также
минералов, керамики, металлов и их оксидов [1].
Примерами природных биогибридных материалов
являются известковые и кремниевые образования
микроводорослей, раковины моллюсков, зубы и
кости животных. Например, зубы морских улиток,
представляющие собой сложный композит орга-
нического матрикса и гётита, обладают наиболь-
шей прочностью среди всех материалов биологи-
ческого происхождения [2]. Также в последние
годы стала широко использоваться способность
микроорганизмов к образованию минералов кар-
боната кальция для получения таких биогибрид-
ных материалов, как биоцемент и самовосстанав-
ливающийся бетон [3].

Изучение природных биогибридных материа-
лов, состоящих из органических соединений и
карбоната кальция, показывает, что по своей
прочности они превосходят чистый карбонат
кальция на 2–3 порядка [4]. Такая прочность до-
стигается благодаря особому расположению ор-
ганического матрикса относительно минераль-
ной фазы и иерархической организацией био-
композита от нано- до макроуровня. Материалы
подобного уровня организации пока не удается
создать искусственно, поэтому разработка таких

природоподобных технологий представляет зна-
чительный интерес [5, 6].

Одним из способов получения биогибридных
материалов является использование комбинаций
из различных видов микроорганизмов, способ-
ных к образованию минералов и биополимеров.
Очевидным, но ранее не использовавшимся спо-
собом получения биогибридных материалов, яв-
ляется комбинация бактерий, способных к обра-
зованию бактериальной целлюлозы, и бактерий,
способных к образованию минералов карбоната
кальция. Продукция бактериальной целлюлозы
хорошо изучена у бактерий Komagataebacter xyli-
nus, ранее известных под устаревшими названия-
ми Acetobacter xylinum и Gluconacetobacter xylinus
[8]. Эта бактерия способна образовывать нити
целлюлозы диаметром около 50 нм, при этом в
состав нитей не входит лигнин, что обуславливает
отличия получающегося материала от лигноцел-
люлозы древесного происхождения. Способность
к образованию минералов карбоната кальция из-
вестна у бактерий Sporosarcina pasteurii, которые
способны разлагать мочевину при помощи фер-
мента уреазы, при этом в ходе реакции происхо-
дит образование углекислоты, реагирующей с
присутствующими в среде ионами кальция [3].
Еще одним новым способом получения органи-
ческого матрикса для образования биогибридных
материалов является использование нитчатых во-
дорослей рода Aegagropila, ранее известного как
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Cladophora. Эти водоросли образуют ветвящиеся
нити диаметром 50–200 мкм с высоким содержа-
нием наноцеллюлозы [9].

Целью данной работы являлось получение раз-
личных видов биогибридных материалов с исполь-
зованием карбонат-образующих бактерий Sporo-
sarcina pasteurii и различных типов органического
матрикса: бактериальной целлюлозы, нитей зеле-
ных водорослей и биополимеров альгината и ага-
ра, и их исследование методами растровой элек-
тронной микроскопии.

МЕТОДЫ
Используемые организмы и условия

их культивирования
Для получения кристаллов карбоната кальция

во всех экспериментах использовался штамм бак-
терии Sporosarcina pasteurii ВКПМ-11089, способ-
ный разлагать мочевину с использованием уре-
азы. Клетки Sporosarcina pasteurii ВКПМ-11089
культивировали на модифицированной среде
ATTC 1376 следующего состава: дрожжевой экс-
тракт – 20 г, трис(гидроксиметил)аминометан –
15.75 г, дистиллированная вода – 1 л, pH 9.
Штамм культивировали при температуре 33°С и
перемешивании на шейкере Thermo Scientific
MaxQ 2000 с частотой колебаний 125 об./мин.

Для получения матрикса биогибридного мате-
риала №1 был использован штамм бактерии
Komagataebacter xylinus ВКПМ В-12431, способ-
ный продуцировать бактериальную целлюлозу.
Komagataebacter xylinus ВКПМ В-12431 культиви-
ровали на среде Hestrin-Shramm следующего со-
става: глюкоза – 20 г, пептон – 5 г, дрожжевой
экстракт – 5 г, лимонная кислота – 1.15 г, гидро-
фосфат натрия – 5 г, дистиллированная вода –
1 л. Штамм культивировали при температуре
33°С и перемешивании на шейкере Thermo Scien-
tific MaxQ 2000 с частотой колебаний 125 об./мин.

Для получения матрикса биогибридного ма-
териала № 2 использовалась биомасса нитчатой
зеленой водоросли Aegagropila linnaei. Aegagropi-
la linnaei культивировали на среде следующего
состава: NaNO3 – 0.091 г, KH2PO4 – 0.0083 г,
MgSO4\7H2O – 0.015 г, NaCl – 0.05 г, CaCO3 –
0.184 г, Na2CO3 – 0.02 г, дистиллированная вода –
1 л, pH 8.3. Водоросль культивировали в люми-
ностате при температуре 18°С и постоянном
освещении 2000 люкс.

МЕТОДИКИ ПОЛУЧЕНИЯ 
БИОГИБРИДНЫХ МАТЕРИАЛОВ

Материал № 1
Культуру Komagataebacter xylinus высевали на

жидкую питательную среду Hestrin-Shramm в
чашке Петри и оставляли на 4 дня при температу-
ре 33°С до полного заполнения чашки бактериаль-

ной целлюлозой. Далее бактериальную целлюлозу
промывали дистиллированной водой, чтобы изба-
виться от остатков среды Hestrin-Shramm, после
чего заливали суспензией культуры Sporosarcina
pasteurii с концентрацией клеток 6.1 \ 108 мл–1 и да-
вали клеткам время закрепиться на нитях мат-
рикса. Через 30 мин остатки суспензии сливали,
промывали бактериальную целлюлозу дистилли-
рованной водой и заливали цементирующим рас-
твором следующего состава: 3.9 г/л мочевины и
7.215 г/л хлорида кальция. Через час инкубацию с
культурой Sporosarcina pasteurii и цементирующим
раствором повторяли.

Материал получали в течение 3 дней, по 4 цик-
ла каждый день.

Материал № 2

Биомассу водоросли Aegagropila linnaei промы-
вали дистиллированной водой, чтобы избавиться
от остатков питательной среды. Далее водоросли
заливали суспензией культуры Sporosarcina pas-
teurii с концентрацией клеток 6.1 ∙ 108 мл–1 и дава-
ли клеткам время закрепиться на биомассе. Через
полчаса остатки суспензии сливали, промывали
биомассу водорослей водой и заливали цементи-
рующим раствором следующего состава: 3.9 г/л
мочевины и 7.215 г/л хлорида кальция. Через час
повторяли инкубацию с культурой Sporosarcina
pasteurii и цементирующим раствором.

Материал получали в течение 5 дней, по 4 цик-
ла каждый день.

Материал № 3

1.5% раствором альгината в среде ATTC 1376
разбавляли культуру Sporosarcina pasteurii так, что-
бы концентрация клеток составила 6.1 \ 108 мл–1.
Тонкий слой промытого дистиллированной во-
дой речного песка (2 мм) заливали приготовлен-
ной суспензией клеток и заливали 2% раствором
нитрата кальция. Материал на час помещали в це-
ментирующий раствор следующего состава: 18 г/л
мочевины и 33.4 г/л хлорида кальция, после чего
инкубировали в сушильном шкафу 48 ч при тем-
пературе 180°С.

Материал № 4

2.5% раствором агар-агара в среде ATTC 1376
разбавляли культуру Sporosarcina pasteurii так, что-
бы концентрация клеток составила 6.1 \ 108 мл–1. В
нагретую форму с промытым дистиллированной
водой речным песком заливали приготовленную
суспензию, хорошо перемешивали и ждали пол-
ного застывания агара. Далее материал на час по-
мещали в цементирующий раствор следующего
состава: 18 г/л мочевины и 33.4 г/л хлорида каль-
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ция, после чего инкубировали в сушильном шка-
фу 48 ч при температуре 180°С.

ИЗУЧЕНИЕ 
ПОЛУЧЕННЫХ МАТЕРИАЛОВ

Морфология образцов была изучена методом
растровой электронной микроскопии (РЭМ).
Исследование проводилось с помощью растрово-
го электронно-ионного микроскопа Versa 3D Du-
al Beam (Thermo Fisher Scientific, США), осна-
щенного системой энергодисперсионного рент-
геновского микроанализа EDXS (EDAX, США).

Изображения были получены в режиме высо-
кого вакуума с использованием детектора вторич-
ных электронов ETD при ускоряющих напряже-
ниях 1 и 10 кВ без напыления дополнительного
проводящего слоя. Во избежание накопления за-
ряда на поверхности образца, часть изображений
были получены в режиме низкого вакуума с по-
мощью высокочувствительного детектора вто-
ричных электронов LVSED (Low Vacuum Secondary
Electron Detector) и детектора вторичных электро-
нов для получения изображений в газообразной
среде GSED (Gaseous Secondary Electron Detector)
при ускоряющих напряжениях 5 и 10 кВ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В природных условиях бактерии способны

инициировать минералообразование посред-
ством смены рН или окислительно-восстанови-
тельного потенциала на своей поверхности [3].
Вначале ионы кальция накапливаются на носите-
ле внутри клетки (органический матрикс кокко-
литов у кокколитофорид или аморфный карбонат
кальция у цианобактерий) или вне клетки (белко-
вый S-слой или внеклеточные полисахариды).
Формирование сайтов нуклеации минералов кар-
боната кальция, как правило, обеспечивается на-

личием отрицательно заряженных групп органи-
ческих соединений, связывающихся с катионами
кальция. После нуклеации образовавшиеся ми-
нералы увеличиваются в размерах и срастаются,
образуя чехол, или отрываются от поверхности,
на которой сформировались. Различные биопо-
лимеры могут выступать в роли подложки для
формирования кристаллов и служить основой
для закрепления клеток, способных иницииро-
вать минералообразование.

В ходе работы было получено 4 биогибридных
материала. На матриксах материалов находились
бактерии Sporosarcina pasteurii, которые под воз-
действием цементирующего раствора образовали
вокруг себя кристаллы карбоната кальция.

Материал № 1 был создан с помощью бактерий
Komagataebacter xylinus и представлял собой мат-
рикс из нитей бактериальной целлюлозы и клеток
бактерий. На рис. 1 показаны биогенные минералы
карбоната кальция, армированные нитями бакте-
риальной целлюлозы толщиной 30–100 нм. Нити
целлюлозы образовали сетку, в которой часть ячеек
превышала по размеру клетки бактерий Sporosarci-
na pasteurii. Таким образом, клетки бактерий могут
проникать внутрь целлюлозного матрикса и за-
крепляться внутри него.

Материал № 2 представлял собой матрикс из
биомассы зеленых водорослей Aegagropila linnaei.
На рис. 2 продемонстрировано формирование
карбоната кальция на поверхности нитей водо-
рослей в материале № 2, а также визуализирова-
ны клетки бактерий Sporosarcina pasteurii, инкру-
стированные минералами карбоната кальция.

Материалы №№ 3 и 4 представляли собой био-
цемент на основе речного песка с иммобилизо-
ванными клетками Sporosarcina pasteurii с кри-
сталлами карбоната кальция на них. В материале
№ 3 иммобилизующим материалом являлся альги-
натный гель, в материале № 4 – агаровый гель.

Рис. 1. Биогенные кристаллы карбоната кальция, ар-
мированные тонкими нитями бактериальной целлю-
лозы (материал № 1).

10 мкм

Рис. 2. Кристаллы карбоната кальция на поверхности
водоросли Aegagropila linnaei (материал № 2).

10 мкм
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Данные материалы удобны тем, что во время их из-
готовления можно задать любую форму изделия.

С использованием растровой электронной
микроскопии мы показали образование минера-
лов карбоната кальция вокруг клеток микроорга-
низмов, находящихся в органическом матриксе
различного происхождения (рис. 3). Единичные
бактерии выступают в качестве центров зарожде-
ния кристаллов, постепенно полностью покрыва-
ясь кальцитом. Затем мелкие агрегаты прилипают
друг к другу, образуя сложные кристаллические се-
ти, постепенно увеличивающие свой объем.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Приведенное нами исследование показывает
принципиальную возможность совместного ис-
пользования различных типов организмов, спо-
собных к образованию карбоната кальция и биопо-
лимеров (бактериальной целлюлозы, нитей зеле-
ных водорослей, альгината и агара) для получения
биогибридных материалов.

Работа выполнена при поддержке НИЦ Курча-
товский институт (приказ № 1056 от 02.07.2020).
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Scanning electron microscopy study of biohybrid materials based
on biopolymers and calcium carbonate
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The new types of biohybrid materials have been obtained using carbonate-forming bacteria Sporosarcina pas-
teurii and organic matrix. Bacterial cellulose produced by bacteria Komagateibacter xylinus, threads of green
algae Aegagropila linnaei and different biopolymers have been used as an organic matrix. The morphology of
biohybrid materials obtained has been characterized by methods of scanning electron microscopy.

Рис. 3. Клетки Sporosarcina pasteurii с образованными вокруг них кристаллами карбоната кальция (материал № 3).
Стрелками показаны округлые клетки бактерий, находящихся в углублениях в кристаллах карбоната кальция.

4 мкм
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