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Изучали биопленкообразование моно- и смешанных культур штаммов нитрилгидролизующих бак-
терий Alcaligenes faecalis 2 и Rhodococcus ruber gt 1. Образование биопленок оценивали методом их
окраски кристаллическим фиолетовым, по энергетическому статусу клеток биопленок и массивно-
сти полимерного матрикса. Разработан количественный метод оценки массивности полимерного
матрикса по флуоресценции биопленок, окрашенных konA-тетраметилродамином. Среда культи-
вирования, разработанная для выращивания смешанной биопленки Al. faecalis 2 и R. ruber gt 1,
включает ацетамид и глюкозу в качестве источников углерода. Показано, что в смешанной
биопленке Al. faecalis 2 выступает в качестве первичного колонизатора, а R. ruber gt 1 – микроорга-
низма-спутника. В сравнении с биопленками монокультур, в смешанной биопленке наблюдалось
возрастание массивности полимерного матрикса, а также увеличение биопленкообразования у мо-
нокультур Al. faecalis 2 и R. ruber gt 1 при добавлении культуральной жидкости второго штамма. При
внесении токсичного субстрата ацетонитрила в планктонные и биопленочные культуры одноразово
каждые сутки наблюдалась адаптация к нему бактерий, что фиксировалось по большему количеству
выживших клеток, по сравнению с вариантами внесения ацетонитрила каждые 10 мин, и было связа-
но, главным образом, с нитрилгидратазной активностью R. ruber gt 1, трансформирующего ацетонит-
рил в нетоксичный ацетамид. Полученные результаты демонстрируют перспективность использова-
ния бинарной биопленки амидазосодержащей бактерии Al. faecalis 2 и штамма R. ruber gt 1 с высокой
нитрилгидратазной активностью в качестве биокатализатора для получения акриловой кислоты или
основы биофильтра для очистки сточных вод от нитрилов.

Ключевые слова: биопленки, внеклеточный полимерный матрикс, АТФ, нитрилгидролизующие
бактерии, Alcaligenes faecalis 2, Rhodococcus ruber gt 1
DOI: 10.1134/S0026365619020149

Микроорганизмы существуют во всех слоях
биосферы и приспособились к экстремальным
условиям существования за счет имеющихся у
них разнообразных механизмов адаптации. Од-
ним из таких механизмов является биопленкооб-
разование (Muruzović et al., 2018). Большинство
микроорганизмов в природе существуют в при-
крепленном состоянии, в биопленках, которые
представляют собой сообщества микроорганиз-
мов, адгезированных на поверхности раздела фаз
и окруженных полимерным матриксом собствен-
ного производства.

В формировании биопленки важную роль иг-
рают подвижность клеток, белки клеточной мем-
браны, внеклеточные полисахариды и сигналь-
ные молекулы. Поскольку все молекулы имеют
свойство накапливаться у границы раздела фаз,

прикрепленные бактерии лучше снабжаются суб-
стратами, чем планктонные клетки в жидкой сре-
де. Таким образом, первоначальное прикрепле-
ние клеток к поверхности может быть следствием
их направленного движения, обусловленного хе-
мотаксисом. Биопленкообразование рассматри-
вается как незаменимый механизм адаптации
микроорганизмов к неблагоприятным условиям
окружающей среды. Клетки микроорганизмов,
развивающихся в виде биопленок, имеют ряд
преимуществ перед планктонными клетками:
они окружены внеклеточным полисахаридным
матриксом, который защищает их от различных
негативных условий окружающей среды, таких
как УФ-излучение, недостаток питательных ве-
ществ, резкие изменения значений рН, высуши-
вание (Marić et al., 2007; Matsumoto-Nakano,
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2018). Важно отметить устойчивость бактерий
биопленок к антибиотикам и другим противо-
микробным веществам за счет формирования кле-
ток-персистеров и диффузионного барьера, созда-
ваемого экзополисахаридным матриксом, что явля-
ется причиной неэффективности анти-
биотикотерапии и представляет значительную ме-
дицинскую проблему (Dufour et al., 2012; Kumara
et al., 2017; Omar et al., 2017; Ju et al., 2018; Iliadisa et
al., 2018). Функционируя в качестве диффузион-
ного барьера, полисахаридный матрикс защища-
ет клетки также от высоких концентраций суб-
страта, что особенно важно в случае использова-
ния клетками токсичных субстратов и развития в
присутствии ингибиторов роста (Rittmann, 2018).

В местах естественного обитания микроорга-
низмы существуют, как правило, в виде мульти-
видовых сообществ, что отражено в исследовани-
ях физиологических особенностей клеток в со-
ставе мультивидовых биопленок (Ножевникова и
соавт., 2015). Отмечается, что в ряде случаев взаи-
модействие микроорганизмов в многовидовой
биопленке влияет на ее общую функциональ-
ность и/или окружающую среду, что приводит к
увеличению биопленкообразования, усилению
устойчивости к антибактериальным агентам, ви-
рулентности или способности к деградации за-
грязняющих веществ (Burmølle et al., 2014; Chen
et al., 2015; Røder et al., 2015). В связи с этим нужно
отметить, что прямая экстраполяция результатов
лабораторных экспериментов с моновидовыми
биопленками на сложные природные биопленки
будет неточной (Burmølle et al., 2014).

Некоторые особенности мультивидовых биоп-
ленок, отличающие их как от моновидовых биоп-
ленок, так и от планктонных культур, определяют
их преимущества в процессах биотрансформации
и биокатализа. В области биотехнологического
применения интерес к конструированию смешан-
ных микробных биопленок связан с возможно-
стью создания биокаталитических систем, осу-
ществляющих многоступенчатые превращения
веществ и обладающих большой устойчивостью.
Однако при получении таких биопленок с “распре-
делением ролей” составляющих их микроорганиз-
мов, обладающих определенными биотехнологиче-
ски значимыми свойствами, исследователи сталки-
ваются с рядом проблем. Во-первых, питательная
среда должна быть адаптирована для всех видов
микроорганизмов, входящих в состав биопленки.
Во-вторых, микроорганизмы в биопленке могут
различаться как скоростью роста, так и требова-
ниями к носителю вследствие различных гидро-
фобно/гидрофильных свойств поверхности кле-
ток. В-третьих, возможен антагонизм между раз-
личными видами микроорганизмов, образующих
биопленки. В связи с этим при конструировании
бинарной или мультивидовой биопленки для
биотехнологических целей необходим экспери-

ментальный подбор штаммов, условий роста, но-
сителей и сред культивирования.

Биопленки могут быть полезны как биоката-
лизаторы и в органическом синтезе, и в биотехно-
логиях, направленных на поддержание экологиче-
ской безопасности окружающей среды. Биопленки
микроорганизмов используют при производстве
этанола и уксусной кислоты, в технологиях очистки
сточных вод, при биоремедиации загрязненных
почв (Dufour et al., 2012; Bakar et al., 2018; Carrel
et al., 2018).

Одним из направлений биокатализа, широко
применяемого в промышленности, является фер-
ментативный гидролиз нитрилов карбоновых
кислот до соответствующих амидов и карбоновых
кислот. Ферментативный гидролиз нитрилов, в
отличие от химического, протекает в более мяг-
ких условиях, а ферменты, катализирующие этот
процесс, способны трансформировать широкий
диапазон сложных субстратов и обладают боль-
шим потенциалом для химического энантио- и
региоселективного синтеза (Chen et al., 2009).

В настоящее время известно множество штам-
мов микроорганизмов, способных осуществлять
гидролиз нитрилов в одну или две стадии. Пря-
мой гидролиз нитрила до кислоты катализирует
фермент нитрилаза (КФ 3.5.5.1). Последователь-
ный гидролиз нитрила до амида и далее до карбо-
новой кислоты осуществляется нитрилгидрата-
зой (КФ 4.2.1.84) и амидазой (КФ 3.5.1.4), гены
которых чаще всего экспрессируются в одном
опероне. Ферментативный гидролиз нитрилов
широко применяется в промышленности для по-
лучения акриламида и никотиновой кислоты
(Chen et al., 2009; Дебабов, Яненко, 2011). Нитри-
лазная активность в норме невысока, а нитрил-
гидролизирующие бактерии, способные к двуста-
дийному гидролизу нитрилов, обычно бывают се-
лекционированы в направлении увеличения либо
нитрилгидратазной, либо амидазной активности.
Поэтому для конверсии нитрила в карбоновую
кислоту без загрязнения остаточным амидом, а
также для целей очистки среды от нитрильных за-
грязнений, используют смешанные суспензион-
ные культуры таких бактерий (Kohyama et al.,
2006, 2007). Получение их биопленочных культур
представляется перспективным.

В работе An et al. (2018) были получены сме-
шанные бактериальные биопленки, состоящие из
нитрилгидролизующего Rhodococcus rhodochrous
BX2 и обладающего повышенной способностью к
биопленкообразованию Bacillus mojavensis M1.
Нами предложена бинарная биопленка на основе
штаммов Al. faecalis 2 и R. ruber gt 1, обладающих
выраженной амидазной и высокой нитрилгидра-
тазной активностями соответственно, что может
быть использовано для целей биокатализа или
полной минерализации токсичных нитрилов.
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Целью работы было оценить физиологические
характеристики нитрилгидролизующих бактерий
Al. faecalis 2 и R. ruber gt 1 в составе моно- и бинар-
ных биопленок на основании изучения динамики
роста биопленок, энергетического статуса кле-
ток, определения массивности полимерного мат-
рикса и устойчивости бактерий к токсичному
субстрату, а также взаимного влияния штаммов
на их рост и биопленкообразование.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования и условия культивирова-

ния. Штаммы Al. faecalis 2, обладающий выражен-
ной амидазной активностью, и R. ruber gt 1 с вы-
сокой нитрилгидратазной активностью были вы-
делены из активного ила коммунально-бытовых
биологических очистных сооружений (Демаков и
соавт., 2015) и антропогенно-загрязненной почвы
Пермского края (Максимов и соавт., 2003) соот-
ветственно, и селекционированы в лаборатории
молекулярной микробиологии и биотехнологии
ИЭГМ УрО РАН. Культуры бактерий выращива-
ли в колбах объемом 50 мл на шейкере со скоро-
стью вращения 120 об./мин при 30°С на мини-
мальной солевой среде N следующего состава
(г/л): КН2РО4 – 1.0, К2НРО4 ∙ 3Н2О – 3.7, NaCl – 0.5,
MgSO4 ∙ 7Н2О – 0.5, FeSO4 ∙ 7Н2О – 0.005, CoCl2 ∙
∙ 6Н2О – 0.01; рН 7.2–7.4. В качестве источника уг-
лерода для R. ruber gt 1 использовали глюкозу в
концентрации 0.1%, в качестве источника азота –
0.01 М NH4Cl. Для Al. faecalis 2 в качестве источ-
ника углерода и азота использовали 0.1 М ацета-
мид. При выращивании смешанной культуры и
бинарной биопленки Al. faecalis 2 и R. ruber gt 1 в
минеральную основу вносили глюкозу в концен-
трации 0.1%, 0.1 М ацетамид и 0.01 М NH4Cl.

Рост бактерий в биопленках. В лунки полисте-
рольного плоскодонного 96-луночного планшета
(“Медполимер”, Санкт-Петербург, Россия) вно-
сили 150 мкл синтетической минеральной
среды N и инокулировали 10 мкл суспензии
нитрилгидролизующих бактерий, содержащей
(2.0 ± 0.2) × 108 КОЕ/мл. Для изучения влияния
штаммов нитрилгидролизующих бактерий друг
на друга вносили 25 мкл культуральной жидкости
(КЖ) предварительно выращенных штаммов.
Бесклеточную КЖ получали центрифугировани-
ем 2-х, 4-х и 7-ми суточных бактериальных куль-
тур и фильтрацией надосадочной жидкости через
мембранный фильтр MillexⓇ-GS (“Merck Milli-
pore Ltd”, Ирландия) с размером пор 0.22 мкм.

После 1–7 сут инкубации в термостате при
30°С планктонные клетки удаляли из лунок декан-
тацией, отмывали биопленку 200 мкл калий-фос-
фатного буфера дважды и определяли биопленко-
образование, массивность полимерного матрикса,
энергетический статус клеток биопленок.

Образование биопленок определяли методом их
окрашивания 0.1% кристаллическим фиолето-
вым в течение 40 мин в темноте, удаляли краси-
тель, отмывали биопленку 1 раз калий-фосфатным
буфером и экстрагировали краситель 200 мкл 96%
этанола. Биопленкообразование оценивали по
оптической плотности раствора красителя при
540 нм на планшетном ридере Infinite M1000 pro
(“TECAN”, Швейцария).

Определение массивности полимерного матрик-
са. Биопленки, выращенные в лунках черного не-
прозрачного планшета (“Nunc”, Дания), окра-
шивали 150 мкл водного раствора konA-тетраме-
тилродамина (500 мкг/мл) в течение 40 мин в
темноте, удаляли краситель, отмывали биопленку
1 раз 150 мкл 0.9% NaCl. В качестве контроля кра-
ситель вносили в пустую лунку, удаляли и отмы-
вали, как описано выше. Массивность полимер-
ного матрикса оценивали по интенсивности
флуоресценции биопленки на планшетном риде-
ре Infinite M1000 pro (“TECAN”, Швейцария) при
λ возбуждения/испускания 555/580 нм. 

Оценка энергетического статуса клеток. К
биопленкам добавляли 150 мкл диметилсульфок-
сида (ДМСО) и экстрагировали АТФ в течение
15 мин на льду. Концентрацию АТФ определяли,
используя стандартный набор реактивов (ATP
Bioluminescent Assay Kit, “Sigma”). Пробы разводи-
ли в 10 раз деионизированной водой, смешивали
100 мкл образца с 100 мкл реагента, содержащего
люциферин и люциферазу светляков. Интенсив-
ность свечения измеряли на планшетном ридере In-
finite M1000 pro (“TECAN”, Швейцария). Коли-
чество АТФ пересчитывали по калибровочной
кривой.

Влияние ацетонитрила на биопленки и суспен-
зионную культуру оценивали при внесении этого
токсиканта на 7 сут роста культур в количестве
4.68 ммоль 10 раз с периодичностью 10 мин или
1 сутки при 25°С и постоянном перемешивании на
шейкере со скоростью вращения 120 об./мин. По
окончании эксперимента экстрагировали АТФ из
клеток и определяли их энергетический статус,
как описано выше.

Количество жизнеспособных клеток (число
КОЕ) определяли при высеве на плотную агари-
зованную среду LB.

Концентрацию уксусной кислоты и ацетамида,
образующихся при трансформации ацетонитрила
клетками, определяли методом ГХ на хроматогра-
фе GC-2014 (“Shimadzu”, Япония) с колонкой
Полисорб-1 длиной 2 м. В качестве газа-носителя
использовали азот, скорость потока составляла
35 мл/мин при 180°C.

Статистическую обработку проводили с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента, различия
считали значимыми при p < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Биопленкообразование клеток Al. faecalis 2 и
смешанной культуры Al. faecalis 2 и R. ruber gt 1.
Для культивирования бактерий была использова-
на оптимизированная нами минеральная среда с
глюкозой и ацетамидом в качестве источников
углерода. Штамм Al. faecalis 2 потребляет ацета-
мид как источник углерода и при росте на нем
проявляет максимальную амидазную активность
вследствие индуцибельного характера амидазы
этого штамма (Максимова и соавт., 2017), но не
растет на глюкозе. Родококк может потреблять и
глюкозу, и ацетамид, но за счет разницы в скоро-
стях роста алкалигенес в периодической культуре
накапливает биомассу ранее, чем родококк. На
использованной нами среде возможно нарастить
биомассу обоих штаммов. Биопленку Al. faecalis 2
и бинарную биопленку бактерий выращивали в
лунках полистирольного плоскодонного 96-лу-
ночного планшета в течение 1–7 сут (рис. 1). По-
казано, что на начальном этапе роста в смешан-
ной культуре алкалигенес конкурирует с родо-
кокком за субстрат – ацетамид, что выражается в
снижении биопленкообразования смешанной
культурой, по сравнению с монокультурой. По
мере исчерпания количества ацетамида в среде
объем биопленки снижается, что связано с есте-
ственным процессом отмирания биопленки.

Основной рост клеток R. ruber gt 1 в смешан-
ной биопленке приходится на 5–6 сут культиви-
рования, что соответствует увеличению общего
содержания АТФ (рис. 2). Биопленкообразова-
ние монокультуры R. ruber gt 1 было изучено ра-
нее и результаты опубликованы в статье Макси-
мовой и соавт. (2015). Наибольшее количество
АТФ в моновидовой биопленке Al. faecalis 2, как и
ожидалось, наблюдали на 2-е сут культивирова-
ния, что соответствует ее максимальной оптиче-
ской плотности. При этом график, отражающий

содержание АТФ в клетках бинарной биопленки,
имеет два пика, соответствующие максимуму ро-
ста Al. faecalis 2 и R. ruber gt 1.

Наблюдаемые закономерности биопленкооб-
разования бинарной культуры Al. faecalis 2 и R. ru-
ber gt 1 подтверждаются данными определения
массивности полимерного матрикса биопленок
(рис. 3). Флуоресцирующий краситель тетраме-
тилродамин, конъюгированный с конканавали-
ном А, связывается с α-маннопиранозильными и
α-глюкопиранозильными мономерами полиса-
харидов и может использоваться в микроскопии
для окрашивания полимерного матрикса биопле-
нок (Baird et al., 2012). На основании того, что по-
лисахариды являются основным компонентом
внеклеточного матрикса, нами была разработана
методика количественной оценки его содержа-
ния в биопленках. Максимальное значение флуо-
ресценции при развитии биопленки в смешанной
культуре наблюдалось на первые сутки культиви-
рования и составляло 24233 усл. ед. свечения, что
на 36% больше максимального значения, наблю-
даемого у моновидовой биопленки Al. faecalis 2.
Вероятно, это связано с влиянием R. ruber gt 1 на
биопленкообразующую способность Al. faecalis 2,
которое детально будет рассмотрено далее.

Таким образом, динамика роста бинарной
биопленки была охарактеризована по: 1) общему
биопленкообразованию, оцененному по оптиче-
ской плотности экстрагированного красителя
кристаллического фиолетового; 2) массивности
полимерного матрикса, определенному по уров-
ню флуоресценции после окраски konA-тетраме-
тилродамином; и 3) общему содержанию АТФ в
клетках. Так как подсчет числа колониеобразую-
щих единиц в биопленке имеет большую погреш-
ность, связанную с неравномерной агрегацией
клеток в биопленке, предложено комплексное
описание других ее параметров. Так, кристалличе-

Рис. 1. Динамика роста биопленок Al. faecalis 2 (1) и
биопленок смешанной культуры (2).
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Рис. 2. Энергетический статус клеток биопленок
Al. faecalis 2 (1) и биопленок смешанной культуры (2).
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ский фиолетовый окрашивает и жизнеспособные,
и мертвые клетки, а также полимерный матрикс,
что дает представление об общей массивности
биопленки; содержание АТФ в клетках свидетель-
ствует о количестве жизнеспособных клеток и их
физиологическом состоянии; краситель konA-
тетраметилродамин окрашивает полисахариды,
что позволяет судить о массивности полимерного
матрикса. Таким образом, комплексная оценка
на основе трех предложенных параметров может
характеризовать успешность функционирования
бинарной биопленки, используемой в биотехно-
логических целях.

Влияние ацетонитрила на энергетический статус
и каталитическую активность клеток нитрилгидроли-
зующих бактерий в суспензионных и биопленочных
культурах. Ацетонитрил был выбран в качестве ток-
сичного субстрата для изучения его влияния на нит-
рилгидролизующие бактерии, поскольку он широко
используется в качестве растворителя и является
распространенным загрязнителем окружающей
среды. Энергетический статус планктонных кле-
ток и клеток биопленки в монокультуре
Al. faecalis 2 был определен при внесении ацето-
нитрила в их культуры через каждые 10 мин или 1
раз в сутки (табл. 1). При многократном внесении
ацетонитрила каждые 10 мин большинство клеток
в суспензии и биопленке погибали, при этом после
десятикратного внесения ацетонитрила его конеч-
ный объем в два раза превысил объем планктон-
ной культуры и объем среды, в которой развива-
лись биопленки. По содержанию уксусной кис-
лоты в смешанной культуре (66 г/л в
планктонной культуре и 17 г/л в биопленочной
культуре) можно предположить, что R. ruber gt 1
некоторое время после первых циклов внесения
ацетонитрила сохранял жизнеспособность и нит-
рилгидратазную активность и трансформировал
ацетонитрил в ацетамид. Далее ацетамид полно-
стью трансформировался клетками Al. faecalis 2,
обладающими более высокой амидазной актив-
ностью, чем R. ruber gt 1, в уксусную кислоту до
тех пор, пока концентрация вносимого ацетонит-
рила не увеличилась до максимально допустимой
для сохранения жизнеспособности бактерий.
Очевидно, клетки не успевают адаптироваться к
высокой концентрации токсичного субстрата и
погибают, что подтверждается снижением коли-
чества АТФ на порядок для монокультуры Al. fae-
calis 2 и на два порядка для смешанной культуры.
Биопленки как моно-, так и смешанной культур
более устойчивы к воздействию ацетонитрила,
вносимого каждые 10 мин, что подтверждается ме-
нее выраженным снижением содержания АТФ в
клетках – в 3 раза для монокультуры и на порядок
для бинарной биопленки. При проведении анало-
гичного эксперимента с частотой внесения ацето-
нитрила 1 раз в сутки было показано, что боль-
шинство суспендированных клеток и клеток в со-

ставе биопленок выживают. Количество АТФ в
клетках Al. faecalis 2 снижалось и в планктонной
культуре, и в биопленках, но оставалось доста-
точно высоким для выживания Al. faecalis 2. В
смешанной культуре при внесении ацетонитрила
наблюдалось некоторое увеличение количества
АТФ, что может быть следствием разобщения
энергетического и конструктивного метаболизма
в результате стрессового состояния микробных
клеток. Меньшее повреждающее действие ацето-
нитрила на смешанную культуру связано с нитри-
лгидратазной активностью R. ruber gt 1. Родококк
трансформирует часть токсичного субстрата до
ацетамида, снижая тем самым его негативное
влияние на всю ассоциацию в целом.

Взаимное влияние бактерий R. ruber gt 1 и
Al. faecalis 2 на биопленкообразование и рост в пе-
риодической культуре. При оценке взаимного
влияния бактерий R. ruber gt 1 и Al. faecalis 2 на их
ростовые характеристики было показано, что
Al. faecalis 2 в планктонной культуре к 5 сут куль-
тивирования размножались немного лучше в моно-
культуре на среде с ацетамидом, чем в смешанной
культуре на аналогичной среде: 7.1 × 108 против
2.9 × 108 КОЕ/мл. Культура R. ruber gt 1 при оди-
наковой величине засева в среде, содержащей
ацетамид и глюкозу, к 7 сут культивирования до-
стигала ОП540 = 7.02 ед. и 3.0 × 107 КОЕ/мл, по
сравнению с ОП540 = 3.40 ед. и 1.0 × 107 КОЕ/мл в
среде с глюкозой. Эта разница связана с присут-
ствием дополнительного источника углерода в
среде.

На следующем этапе работы изучали взаимное
влияние на динамику роста и энергетический
статус клеток нитрилгидролизующих бактерий
R. ruber gt 1 и Al. faecalis 2 КЖ их 4- и 7-сут культур,

Рис. 3. Массивность полимерного матрикса клеток
биопленок Al. faecalis 2 (1), R. ruber gt 1 (2) и биопле-
нок смешанной культуры (3).
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которые добавляли на этапе засева планктонных
и биопленочных культур. Оценка влияния бакте-
рий R. ruber gt 1 на биопленкообразование Al. fae-
calis 2 показала, что энергетический статус клеток
Al. faecalis 2 при добавлении КЖ родококка досто-
верно не изменялся (рис. 4), тогда как биоплен-
кообразование Al. faecalis 2 на 3–7 сут роста было
достоверно выше при добавлении культуральной
жидкости R. ruber gt 1 (рис. 5). Следовательно,
культуральная жидкость R. ruber gt 1, содержащая

метаболиты и аутоиндукторы, вызывает повышен-
ное биопленкообразование Al. faecalis 2, связанное
не с увеличением количества жизнеспособных
клеток в биопленке за счет их более быстрого деле-
ния или более эффективной адгезии на началь-
ном этапе формирования биопленки, а с усилен-
ной выработкой полимерного матрикса, приво-
дящей к увеличению общего объема биопленки.

Биопленкообразование R. ruber gt 1 увеличива-
лось в ряду: 1) биопленки без воздействия; 2) с
воздействием культуральной жидкости 2-сут

Таблица 1. Влияние ацетонитрила на энергетический статус клеток монокультур Al. faecalis 2 и смешанных куль-
тур Al. faecalis 2 и R. ruber gt 1 в условиях их планктонного и биопленочного роста

Вариант опыта
Содержание АТФ, ммоль/л

биопленка суспензия

Внесение ацетонитрила каждые 10 мин, 10 раз

Контроль без воздействия 
ацетонитрила

Al. faecalis 2 (5.0 ± 0.3) × 10–10 (3.8 ± 1.0) × 10–9

Al. faecalis 2 + R. ruber gt 1 (4.5 ± 1) × 10–9 (1.1 ± 0.1) × 10–8

При воздействии
ацетонитрила

Al. faecalis 2 (1.6 ± 0.2) × 10–10 (1.3 ± 0.1) × 10–10

Al. faecalis 2 + R. ruber gt 1 (2.0 ± 0.1) × 10–10 (3.8 ± 0.5) × 10–10

Внесение ацетонитрила 1 раз в сутки, 10 раз

Контроль без воздействия 
ацетонитрила

Al. faecalis 2 (1.0 ± 0.1) × 10–11 (8.2 ± 0.8) × 10–12

Al. faecalis 2 + R. ruber gt 1 (3.7 ± 0.1) × 10–11 (2.4 ± 0.4) × 10–10

При воздействии
ацетонитрила

Al. faecalis 2 (6.5 ± 0.4) × 10–12 (6.4 ± 0.5) × 10–12

Al. faecalis 2 + R. ruber gt 1 (9.0 ± 0.7) × 10–11 (3.1 ± 0.9) × 10–10

Рис. 4. Энергетический статус клеток биопленок
Al. faecalis 2 при добавлении культуральной жидкости
4-х (1) и 7-ми (2) сут культуры R. ruber gt 1 и без допол-
нительных добавок (3).
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Рис. 5. Динамика роста биопленок Al. faecalis 2
при добавлении культуральной жидкости 4-х (1) и
7-ми (2) сут культуры R. ruber gt 1 и без дополнитель-
ных добавок (3).
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культуры Al. faecalis 2; 3) с воздействием культу-
ральной жидкости 4-сут культуры Al. faecalis 2
(рис. 6). Общее содержание АТФ в клетках
биопленки R. ruber gt 1 увеличивалось по сравне-
нию с контролем только на 2 и 3 сут при воздей-
ствии КЖ 2-сут культуры Al. faecalis 2 (рис. 7).
Увеличение уровня биопленкообразования у обо-
их штаммов под воздействием метаболитов
штаммов-партнеров можно объяснить присут-
ствием веществ, обладающих антагонистической
активностью и вызывающих стрессовый ответ –
биопленкообразование, либо влияющих на экс-
прессию генов ферментов, участвующих в синте-
зе веществ полимерного матрикса; либо имею-
щих функции универсальных аутоиндукторов
биопленкообразования. Есть сведения, что анти-
биотики в субингибиторных концентрациях сти-
мулируют синтез полисахаридных компонентов
внеклеточного полимерного матрикса (Плакунов
и соавт., 2017). Известно, что Al. faecalis продуци-
рует антибиотики, ингибирующие рост как гра-
мотрицательных, так и грамположительных бак-
терий (Zahir et al., 2013; Xu et al., 2015; Bahadou et al.,
2018). В то же время, об антагонистической актив-
ности родококков информации нет. Сигнальные
молекулы системы кворум-сенсинга, обозначае-
мые как аутоиндуктор 2, являются универсальным
связующим звеном между грамположительными
и грамотрицательными бактериями. Они также
важны для формирования структурированных
биопленок, особенно в мультивидовых сообще-
ствах природной среды (Li et al., 2012). Кроме то-
го, диффундируемый сигнальный фактор (diffus-
ible signal factor, DSF), являющийся жирной кис-
лотой, идентифицируется у множества видов и,
по-видимому, также опосредует межвидовые вза-
имодействия в мультивидовых биопленках. Меха-
низмы, лежащие в основе кооперации, разнооб-
разны, и включают изменения состава внеклеточ-
ного матрикса (Elias et al., 2012). Увеличение
экскреции внеклеточных полимеров может быть
конкурентным ответом на сосуществование видов
в мультивидовой биопленке (Ren, 2014). Поэтому
образование более массивного матрикса может
быть следствием как антагонистических, так и
синергических отношений, и более детально этот
вопрос будет изучен в наших последующих работах.

Таким образом, было показано, что различия в
скорости роста нитрилгидролизующих бактерий
Al. faecalis 2 и R. ruber gt 1 влияют на распределе-
ние ролей в их бинарных биопленках. Скорость
роста Al. faecalis 2 в периодической культуре выше,
чем R. ruber gt 1, в результате чего при развитии би-
нарной биопленки Al. faecalis 2 выступает в каче-
стве первичного колонизатора, а R. ruber gt 1 –
микроорганизма-спутника, что фиксируется как
наличие двух пиков на графике, отражающем со-
держание АТФ в клетках при росте смешанной
биопленки. Показано положительное взаимное

влияние штаммов Al. faecalis 2 и R. ruber gt 1 на их
биопленкообразование. Данные штаммы образу-
ют более массивные биопленки в смешанной
культуре, а в монокультуре – при внесении куль-
туральной жидкости другого штамма-партнера.
Эти особенности роста Al. faecalis 2 и R. ruber gt 1 в
совокупности с их амидазной и нитрилгидра-
тазной активностью могут быть использованы
при создании реактора на основе биопленок для
получения акриловой кислоты или очистки сточ-
ных вод от соединений нитрилов, а бинарные
биопленки изученных штаммов могут выполнять
функции биокатализатора этого процесса.

Работа выполнена в рамках государственного
задания, номер госрегистрации темы 01201353249.

Рис. 6. Динамика роста биопленок R. ruber gt 1 при до-
бавлении культуральной жидкости 2-х (1) и 4-х (2) сут
культуры Al. faecalis 2 и без дополнительных
добавок (3).
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Biofilm formation by monocultures and mixed cultures of nitrile-hydrolyzing bacteria Alcaligenes faecalis 2
and Rhodococcus ruber gt 1 was studied. Biofilm formation was assessed by staining with Crystal violet, by the
energy state of the cells, and by the output of the polymer matrix. A quantitative method for assessment of the
output of the polymer matrix by the f luorescence of konA-tetramethylrhodamine was developed. The medi-
um used for obtaining mixed biofilms of Al. faecalis 2 and R. ruber gt 1 contained acetamide and glucose as
carbon sources. In mixed biofilms Al. faecalis 2 was shown to act as a primary colonizer, while R. ruber gt 1
was a satellite microorganism. Compared to monoculture biofilms, mixed biofilms exhibited higher output
of the polymer matrix and increased biofilm formation by Al. faecalis 2 and R. ruber gt 1 on addition of the
culture liquid of the second strain. Daily addition of the toxic substrate acetonitrile to planktonic and biofilm
cultures resulted in bacterial adaptation, as was indicated by higher numbers of surviving cells compared to
the variants with acetonitrile addition every 10 min, mainly due to nitrile hydratase activity of R. ruber gt 1,
which transformed acetonitrile into nontoxic acetamide. Our results show that binary biofilms of amidase-
containing Al. faecalis 2 and R. ruber gt 1, a strain with high nitrile hydratase activity, are promising as biocat-
alysts for acrylic acid production and as the basis for a biofilter for nitrile removal from wastewater.

Keywords: biofilms, extracellular polymer matrix, ATP, nitrile-hydrolyzing bacteria, Alcaligenes faecalis 2,
Rhodococcus ruber gt 1
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