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Повышение стабильности биопрепаратов углеводородокисляющих микроорганизмов (УОМ), ис-
пользуемых для биоремедиации объектов окружающей среды, загрязненных нефтепродуктами, яв-
ляется актуальной задачей. В настоящем исследовании разработаны новые биокомпозитные мате-
риалы для иммобилизации УОМ на поверхности микрокапсул (МК) из: полимочевины чистой или
модифицированной хитозаном или желатином; из полимолочной или полигликолевой кислот; а
также включения в гели из силанольных производных гуминовых кислот. В качестве УОМ исполь-
зовали грамотрицательные бактерии Acinetobacter seifertii WS1, Pseudomonas extremaustralis WS-1,
P. aeruginosa OIS 4.8.1, грамположительные бактерии Rhodococcus qingshengii 367-6, Dietzia maris 367-2, а
также дрожжи Yarrowia lipolytica 367-2. Выращивание УОМ в жидких средах совместно с МК на ос-
нове полимочевины с хитозаном (но не чистой полимочевины или с желатином) повышало числен-
ность жизнеспособных клеток (КОЕ/мл) в 2‒5 раз по сравнению с контрольными вариантами (без
МК), как в свежевыращенных культурах, так и культурах, длительно (до 7 мес.) хранящихся при
комнатной температуре и доступе воздуха. Культивирование УОМ совместно с МК, полученными
из полимолочной кислоты, приводило к активному их обрастанию. В вариантах с МК из полигли-
колевой кислоты обрастание было менее заметным, что фиксировалось микроскопически. При
краткосрочном хранении (1 мес.) при комнатной температуре варианта с МК из полимолочной
кислоты выживало на 3 порядка больше клеток R. qingshengii, чем в контроле (без МК). Наиболее
эффективным было включение УОБ в гели из силанольных производных гуматов: в таких препара-
тах после 7‒12 мес. хранения титр КОЕ был выше, чем в контрольном варианте до 100 раз, скорость
дыхания также выше, чем в контрольном варианте. Биопрепараты на основе новых биокомпозит-
ных материалов с иммобилизованными УОМ обладали высокой функциональной активностью в
жидких средах и почвенных микрокосмах, загрязненных нефтью. Через 4 мес. хранения при ком-
натной температуре скорость окисления нефти такими биопрепаратами была в 2‒4 раза выше, чем
в контрольных вариантах. Важными для практического применения свойствами новых биокомпо-
зитных материалов являются: пролонгирование жизнеспособности клеток УОМ при длительном
(до 12 мес.) хранении; гомогенность культур в период их применения; наличие дополнительных
субстратов роста, также используемых для соокисления углеводородов.
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капсулы, силанольно-гуминовый гель, длительное хранение, деструкция нефти
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Восстановление экосистем, загрязненных
нефтью и (или) нефтепродуктами, является акту-
альной задачей (Sihag et al., 2014). Как правило,
проведение ремедиационных мероприятий со-

провождается использованием биопрепаратов на
основе углеводородокисляющих микроорганизмов
(УОМ) (Das, Chandran, 2011). Одним из серьезных
недостатков использования биопрепаратов являет-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
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ся гибель значительной части популяции микроор-
ганизмов при получении их товарных форм на эта-
пах сгущения и сушки, а также при хранении и
транспортировке. Особенно остро стоит проблема
сохранения жизнеспособности микроорганизмов в
жидких формах биопрепаратов, которые привле-
кательны для применения в природоохранных
биотехнологиях. Преимущество жидкой формы
состоит в том, что она проще и дешевле в произ-
водстве и не требует предварительной активации
при использовании.

При любом из известных способов стабилиза-
ции биопрепаратов (понимаемой как продление
сроков поддержания высокого/технологически
приемлемого титра жизнеспособных клеток), в его
состав входят дополнительные компоненты разной
функциональной направленности. На этом основа-
нии стабилизированные биопрепараты являются
биокомпозитными материалами (БКМ), опреде-
ляемыми как материалы, состоящие из двух или
более различных компонентов, один из которых
природного происхождения, при комбинирова-
нии которых у нового материала усиливаются
свойства исходных материалов (Rudin, Choi,
2013). Этот термин в настоящее время использу-
ется для определения двух или более различных
понятий. В инженерных науках и материаловедении
“БКМ” – это материал, включающий натураль-
ные компоненты (смолы и волокна) (Pilla, 2011;
Rudin, Choi, 2013). В биомедицине и смежных об-
ластях под биокомпозитами понимают биосовме-
стимые материалы, например, для имплантов в
стоматологии (Iqba, Keshavarz, 2017; Tayebi, Mo-
haramzadeh, 2018). Однако, строго говоря, дефини-
ции биокомпозитов более соответствуют материа-
лы, включающие в свой состав живые системы или
их компоненты, в результате чего усиливаются их
свойства (Rudin, Choi, 2013). Такими материалам
являются биосенсоры (Lupu et al., 2015), “живые
функциональные материалы” (Living Functional
Materials, LFM) (Chen et al., 2015; Liu, Xu, 2020), к
которым относят биопленки и живые организмы,
иммобилизованные в гидрогелях.

Эффективным подходом к стабилизации клеток
микроорганизмов является их иммобилизация од-
ним из трех известных типов: связывание/адгезия
на твердом носителе, включение в простран-
ственную структуру носителя (геля) и включение
в объем, ограниченный полупроницаемой мем-
браной (Mitropoulouet et al., 2013). В медицине,
фармакологии и для стабилизации пробиотиков
применяются такие конструкции, как микрокап-
сулы (МК) (Benita, 2005; Opara, 2017) – полые
тонкостенные сферы диаметром до 1000 мкм,
внутри которых заключен биологический или хи-
мический материал (Opara, 2017). Применение
МК в природоохранных биотехнологиях не рас-
пространено, хотя представляет интерес испы-
тать их в качестве твердых синтетических носите-

лей прикрепленного биоценоза, поскольку МК
практически не влияют на реологию жидкости, и
их удобно транспортировать и применять. Мож-
но ожидать, что адсорбция на поверхности МК
будет повышать защищенность микроорганизмов,
переходящих в биопленочный фенотип. Техно-
логически привлекательными свойствами МК
являются высокая площадь поверхности для при-
крепления микроорганизмов, возможность моди-
фицировать состав материала, в том числе – делать
его биодеградируемым. Применение биодегради-
руемых материалов одновременно имеет два по-
ложительных момента: они безопасны для окру-
жающей среды и являются дополнительным суб-
стратом для микрофлоры.

Одним из популярных биодеградируемых мате-
риалов являются полиоксикислоты (полимолоч-
ная, полигликолевая) (Sakurai et al., 2013), которые в
естественных условиях быстро разрушаются (Qi
et al., 2017). Другой перспективный биодегради-
руемый материал – полимочевина (в чистом виде
весьма инертная), модифицированная разрушае-
мыми биополимерами углеводной или белковой
природы (Martens, Domsch, 1981; Sears et al., 2016;
Tang et al., 2016).

Другим распространенным подходом к иммо-
билизации живых биокатализаторов является их
помещение в гели из различных веществ (Dzionek
et al., 2016), наиболее распространенными из ко-
торых являются ПВС (поливиниловый спирт),
альгинат кальция и ряд других. С учетом обнару-
женных нами свойств гуматов выступать эффектив-
ными стабилизаторами культур УОМ при длитель-
ном хранении (Николаев и соавт., 2019, 2020), в
рамках настоящей работы было интересно испы-
тать новый тип биосовместимого геля на основе
органосиланов, модифицированных гуматами
(Volikov et al., 2016a, 2016b). Эти гели разработаны
как безопасные барьеры для адсорбции тяжелых
металлов и других поллютантов. Для включения
микроорганизмов они не использовались. Такие
гели обладают дополнительными полезными и
уникальными свойствами – легко растворимы в
воде, содержат гуматы, которые являются поч-
венными мелиорантами и применяются для био-
ремедиации нефтезагрязненных почв (Дагуров и
соавт., 2005; Park et al., 2011; Kuráň et al., 2014).

Целью работы было разработать и испытать
новые биокомпозитные материалы на основе
биодеградируемых синтетических сорбентов –
носителей прикрепленного биоценоза УОМ, и геля
на основе силанольных производных гуминовых
веществ. В работе были исследованы свойства но-
вых биокомпозитов ‒ выживаемость включенных в
них УОМ разных видов при длительном хранении
в провокационных условиях, т.е. условиях, про-
воцирующих быструю гибель клеток (комнатная
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температура 18‒24°С, доступ воздуха), эффектив-
ность деструкции нефти.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования. В работе были исполь-

зованы бактерии из коллекции культур лаборатории
нефтяной микробиологии Института микробиоло-
гии им. С.Н. Виноградского ФИЦ Биотехнологии
РАН, способные к окислению углеводородов:
грамотрицательные Acinetobacter seifertii WS1,
Pseudomonas extremaustralis WS-1, P. aeruginosa
OIS 4.8.1, грамположительные Rhodococcus qing-
shengii 367-6 (бывший R. еrytropolis), Dietzia maris
367-2, а также дрожжи Yarrowia lipolytica 367-2.

Условия культивирования. Культуры выращива-
ли на среде LB (Miller) (“Sigma-Aldrich”) в колбах
объемом 250 мл с 50 мл среды при 28‒30°С на ор-
битальной качалке (100 об./мин) в течение 24‒40 ч
до стационарной фазы роста.

Микрокапсулы из полимочевины синтезирова-
ны по технологии, описанной ранее (Lia et al.,
2015) с модификациями (Заявка на изобретение
РФ № 2020136378). Синтез основан на межфазной
реакции преполимера полимочевины, полиизоци-
аната (Wannate PM-200, “Вирареактив”, Россия),
растворенного в смеси дихлорметана/ди-
хлорфторэтана (2 : 1) и полиаминов триэтилен-
тетрамина/этилендиамина (3 : 1). Процесс получе-
ния микрокапсулированного препарата включает
этапы: 1) подготовка раствора преполимера по-
лимочевины – полиизоцианата; 2) подготовка
водного раствора эмульгатора (TWIN 80‒поливи-
ниловый спирт‒лаурилсульфат натрия 1 : 1 : 0.2);
3) приготовление эмульсии МК; 4) отверждение
полимера; 5) удаление галогенуглерода.

Для получения биоразлагаемых МК на стадии
4 в смесь вводили химически совместимые с тех-
нологией межфазной полимеризации природные
биоразлагаемые полимеры ‒ белок желатин и по-
лисахарид хитозан. Эти соединения содержат
свободные аминогруппы, позволяющие вводить их
в состав полимера. Использовали хитозан (низ-
комолекулярный хитозан с молекулярной массой
в диапазоне 1‒30 кДа, степень дезацетилирова-
ния 75‒95%) ‒ 25% от массы отвердителя (ЗАО
“Биопрогресс”, Россия) и желатин (свиной жела-
тин кислотной выделки, прочность студня
180 bloom (“Weishardt Int.”, Франция)), в количе-
стве 20% от массы отвердителя (полиаминов).

Полученные МК имели диаметр 40‒200 мкм, в
среднем 80‒100 мкм. Средняя площадь поверх-
ности оболочек микрокапсул составляла 0.054
м2/г. Определение осуществляли с применением
электронного сканирующего микроскопа.

Микрокапсулы из полимолочной кислоты
(ПМК) или полигликолевой кислоты (ПГК) полу-
чали по модифицированной методике (Daiguji et al.,

2009) в четыре стадии. 1 ‒ приготовление 5% рас-
твора одного из полимеров в дихлорметане и
эмульгатора (Твин-80 и поливиниловый спирт,
1 : 1) в воде; 2 ‒ механическое эмульгирование
растворов ПМК или ПГК в водном растворе
эмульгаторов в течение 10 мин с перемешиванием
при 3000 об./мин, основная реакция ‒ в течение
4 ч при 35°С до получения размера микрокапель
0.05‒0.5 мм; 3 ‒ создание повышенного давления
воздуха над микроэмульсией (более 300 кПа).
Воздух при этом растворяется в каплях и раство-
ре. Последующее уменьшение давления в сосуде
до атмосферного давления, приводит к появле-
нию микропузырьков в каплях, и в растворе. 4 ‒
после перехода хлористого метилена в водный
раствор поливинилового спирта происходит сжа-
тие капель и формирование полых микрокапсул
из ПМК или ПГК.

Полученный препарат МК представляет собой
10‒15%-ю водную суспензию капсул диаметром
25‒100 мкм, в среднем 80 мкм.

Гель из силанольных производных гуминовых
веществ (СПГВ) получали из гумата калия и на-
трия Powhumus (“Humintech”, Германия) и орга-
носилана 3-аминопропилтриэтоксисилан
(АПТЭС) (“АГМ-9”, ООО “Пента 91”, Россия)
по описанной ранее методике с модификациями
(Volikov et al., 2016b). К раствору гуматов (15%) до-
бавляли 5% (об./об.) АПТЭС при интенсивном
перемешивании на магнитной мешалке, после
чего титровали раствором ледяной уксусной кис-
лоты до рН 6‒7. Полученную смесь оставляли
при комнатной температуре. В течение 2‒12 ч
происходило загустевание (желирование) реак-
ционной смеси. В итоге формировалась силсеск-
виоксановая трехмерная структура, матрица, к
которой присоединялись полианионы гумата по-
средством ионных связей. Полученный гель был
однородным, обладал умеренными прочностны-
ми свойствами – не вытекал из пробирок при их
переворачивании, сохранял свои свойства в тече-
ние нескольких месяцев, при добавлении воды и
интенсивном перемешивании растворялся.

Иммобилизация микроорганизмов. Для иммо-
билизации микроорганизмов использовали два
подхода: 1) микрокапсулы вносили вместе с ино-
кулятом микроорганизмов в количестве 1.5‒3 г/л
и инкубировали вместе с растущими бактериями,
как описано выше, до стационарной фазы роста,
после чего оставляли стоять при комнатной тем-
пературе на несколько месяцев в стационарном
режиме. 2) Для иммобилизации в толще геля сус-
пензию клеток смешивали с композицией гуматов
и АПТЭС после ее нейтрализации в отношении
0.4‒0.5 : 1, разливали по пробиркам типа Эппен-
дорф (1.5 мл) или Фалькон (15 мл) и оставляли до
формирования геля, после чего хранили в тече-
ние нескольких месяцев при комнатной темпера-
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туре (18‒24°С) и доступе воздуха, т.е. в условиях,
неоптимальных для хранения культур (“провока-
ционных” для отмирания, моделирующих одни из
реальные условиях хранения культур, часто
встречающиеся в практике).

Оценка жизнеспособности микроорганизмов. О
жизнеспособности микроорганизмов судили по
двум критериям: 1) по титру жизнеспособных
клеток (КОЕ/мл), определяемому микрометодом –
путем высева десятичных разведений культур на
плотную среду LB, а также 2) по дыхательной ак-
тивности культуры, определяемой по скорости
накопления СО2 в герметически закрытом флако-
не. В этом случае скорость генерации СО2 прямо
пропорциональна количеству выживших клеток.
Для определения эмиссии СО2 инокулят – культу-
ру стационарной фазы роста, или культуры, хра-
нившиеся в течение определенного времени, вно-
сили вo флакон объемом 500 мл с 40 мл стерильной
среды Раймонда (г/л): CaCl2 ⋅ 6H2O – 0.01; MnSO4 ⋅
⋅ 5H2O – 0.02; FeSO4 ⋅ 7H2O – 0.01; Na2HPO4 – 1.5;
KH2PO4 – 1.0; MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.2; NH4NO3 – 1.0;
NaCl – 5.0; pH 6.8‒7.2. Объем инокулята ‒ 3% от
объема среды. После стабилизации уровня СО2 в
газовой фазе (через 4 ч инкубации) во флакон
вносили раствор 0.5 мл 10% раствора глюкозы.
Концентрацию СО2 в газовой фазе определяли в
течение нескольких суток на газовом хроматографе
Хроматэк-Кристалл 5000 (ЗАО СКБ “Хроматэк”,
Россия).

О способности бактерий разлагать углеводороды
нефти также судили по накоплению СО2 в двух
системах: в жидкой среде и в почвенных микро-
космах.

В закрытые флаконы объемом 120 мл, содер-
жащие 10 мл жидкой среды Раймонда добавляли
источник углерода ‒ нефть Черемуховского ме-
сторождения (Республика Татарстан) плотно-
стью 0.9 г/см3 в количестве 2 об. % и инокулят
микроорганизмов в объеме 200 мкл (600 мкл для
культур в СПГВ-геле, т.к. при его приготовлении
культура разбавлялась в 3 раза). Флаконы инкубиро-
вали при температуре 30°С на качалке (100 об./мин)
в течение 10 сут. Объем среды и количество вно-
симого субстрата рассчитаны таким образом, чтобы
в замкнутом пространстве не создавалось условий
лимитирования для окисления нефтепродукта.
Периодически из флаконов с помощью шприца
отбирали пробы воздуха (0.4 мл), в которых опреде-
ляли концентрацию СО2 на газовом хроматографе
Хроматэк-Кристалл 5000 (ЗАО СКБ “Хроматэк”,
Россия). Для расчета эмиссии СО2, образовавше-
гося при деструкции нефтепродуктов, из суммар-
ного объема СО2 вычитали концентрацию угле-
кислого газа, образовавшегося в вариантах без
внесения нефти, только за счет субстратов, вно-

симых с инокулятом (материал микрокапсул, геля,
автолизаты клеток, остатки среды).

Почвенные микрокосмы создавали во флако-
нах объемом 15 мл с завинчивающейся крышкой.
Во флаконы вносили 5 г почвы, чернозема типич-
ного, верхнего, темно-гумусового горизонта (AU1),
отобранного летом 2019 г. в Воронежской области,
(заказник “Каменная степь”, Россия). В почву до-
бавляли 10% (по весу) нефти. Почву увлажняли,
добавляя 1 мл стерильной дистиллированной воды.
Испытуемые биопрепараты на основе R. qing-
shengii 367-6 добавляли в количестве 100 мкл: свеже-
выращенная культура на среде LB как положитель-
ный контроль, такая же культура, хранившаяся в
течение 4 мес. (предположительно – отрицатель-
ный контроль), такая же культура, стабилизиро-
ванная добавлением МК из ПМХ, ПМК, или ста-
билизированная включением в СГГ. В последнем
случае добавляли 300 мкл биопрепарата, т.к. при
приготовлении этого БКМ культура была разбав-
лена в 3 раза. Флаконы оставляли при комнатной
температуре на 30 сут под ватной пробкой, пери-
одически увлажняя почву дистиллированной во-
дой и встряхивая. Через 30 сут инкубации флако-
ны продували воздухом, герметично закрывали
крышкой и определяли накопление СО2 в тече-
ние 24 ч. Для расчета эмиссии СО2, образовавше-
гося при деструкции нефтепродуктов, из суммар-
ного объема СО2 вычитали газ, образовавшийся
на почве без внесения нефтепродукта. Концен-
трацию СО2 определяли на газовом хроматографе
Хроматэк-Кристалл 5000 (ЗАО СКБ “Хроматэк”,
Россия). Время инкубации 30 сут было выбрано
на основании предварительно проведенных ис-
следований, показавших, что в микрокосмах наи-
более активное окисление нефти проходит на
14‒30 сут инкубации, а количество клеток УОБ
максимально на 20‒30 сут инкубации (данные не
приводятся).

Об уровне адгезии микроорганизмов на поверх-
ности МК судили при микроскопировании образ-
цов с применением сканирующего электронного
микроскопа. Образцы центрифугировали 5 мин
при 7000 g, образовавшийся осадок дважды промы-
вали 0.05 М фосфатным буфером (рН 7.0), поэтапно
обезвоживали в растворах этилового спирта с воз-
растающей концентрацией (от 30 до 100%). Затем
препараты дважды отмывали в 100% ацетоне и
высушивали в критической точке. Полученные
препараты просматривали в сканирующем элек-
тронном микроскопе ТМ-3000 (“Hitachi”, Япония)
при ускоряющем напряжении 15 кВ. Биопленки
A. sefertii исследовали на растровом электронном
микроскопе JSM-IT200 (“JEOL”, Япония).

Статистическая обработка результатов. Все ис-
следования выполнены в двух‒трех биологических
повторностях, по два параллельных эксперимента в
каждом. При расчете титра КОЕ определяли сред-
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нее арифметическое и экспериментальную ошибку
(функция “среднее отклонение эксперименталь-
ных значений от среднего”) из 5‒7 параллельных
проб с использованием программы Microsoft Of-
fice Excell 2007. Различия между вариантами счи-
тали значимыми, если они превышали экспери-
ментальную ошибку, обычно не превышающую
30% для экспериментов по определению КОЕ и
1.5% для экспериментов по определению концен-
трации СО2. На рисунках представлены данные
типичных экспериментов, в таблицах – средние
значения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В рамках задачи по стабилизации жидких пре-
паратов УОМ мы исходили из того, что стабилизи-
рованные биопрепараты должны обладать совокуп-
ностью свойств, благоприятных для их применения
при биоремедиации от нефтезагрязнений: высо-
ким титром живых клеток, хорошими реологиче-
скими свойствами, нетребовательностью к усло-
виям хранения, обусловливать высокую дисперс-
ность биокатализатора (клеток) при внесении в
природный объект. Эти качества учитывали при
выборе способов формирования стабилизиро-
ванных биопрепаратов УОМ.

Геометрические свойства микрокапсул. Микро-
капсулы из немодифицированной и модифициро-
ванной полимочевины имели сферическую форму

диаметром 40‒100 мкм. В зависимости от условий
получения МК из немодифицированной полимоче-
вины представлены двумя морфотипами – полу-
сферами с гладкой поверхностью (рис. 1а), смор-
щенными сферами, с соотношением “глуби-
на/поперечник углублений” ≥1 (рис. 1б). Если
полимочевина была модифицирована желатином,
МК имели округлую форму с волнистой поверхно-
стью, отношение “глубина/диаметр” углублений
было меньше 0.5 (рис. 1в). МК из полимочевины,
модифицированной хитозаном, представлены
сморщенными сферами, отношение “глуби-
на/поперечник углублений” ≥1 (рис. 1г).

МК из полимолочной кислоты (ПМК) пред-
ставлены слегка сморщенными тонкостенными
сферами, сформированными из микросфер по-
лимера, имеют размер 25‒100 мкм (рис. 1д). Инва-
гинации стенок МК выражены слабо. Поверхность
МК сформирована мелкими шариками ПМК. Эти
МК являются умеренно гидрофобными, т.к. лег-
ко и полностью диспергируются в масле, и мед-
ленно – в воде, при этом эмульсия стабильна в тече-
ние длительного времени. МК из полигликолевой
кислоты (ПГК) представлены сморщенными
сферами, поверхность бугристая, сформирована
из мелких слипшихся микросфер полимера, мно-
го капсул с трещинами (рис. 1е).

Иммобилизация клеток на/в новые носители.
Выращивание культур УОМ с микрокапсулами
всех типов выявило различную степень адгезии

Рис. 1. Микрофотографии микрокапсул из немодифицированной полимочевины (а, б), полимочевины, модифици-
рованной желатином (в), полимочевины, модифицированной хитозаном (г), полимолочной кислоты (д), полиглико-
левой кислоты (е).

20 мкм(а) 20 мкм(б) 20 мкм(в)

20 мкм(г) 20 мкм(д) 20 мкм(е)
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Рис. 2. Микрофотографии микрокапсул из полимочевины, модифицированной хитозаном, инкубированных в тече-
ние 48 ч (а, б) с культурами бактерий R. qingshengii (а, в) и A. seifertii (б, г), и хранившихся в течение 3 мес. (в, г).

10 мкм(а) 10 мкм(б)

10 мкм(в) 10 мкм(г)

клеток на поверхности МК. УОМ в минимальной
степени сорбировались на МК из немодифици-
рованной и модифицированной желатином по-
лимочевины, а также на МК из ПГК (данные не
приведены). Адгезия всех испытанных УОМ была
максимально выражена на МК из полимочевины,
модифицированной хитозаном (МК ПМХ)
(рис. 2) и на МК из ПМК (рис. 3).

На рис. 2 представлены микрофотографии МК
ПМХ после 48 ч культивирования с культурами
R. qingshengii (а) и A. seifertii (б). Для остальных
УОМ адгезия аналогично обильная. Основная
часть прикрепленных клеток располагалась в
складках МК ПМХ, что свидетельствует о невысо-
кой прочности прикрепления. Невысокая проч-
ность прикрепления клеток также подтверждает-
ся тем, что при интенсивном встряхивании (Вор-
текс, 1 мин) клетки смываются с поверхности, что
позволяет определять титр КОЕ методом деся-
тичных разведений. На приведенных фото видно,

что большая часть прикрепленных клеток объеди-
нена в агрегаты, соответствующие стадии начала
формирования биопленкок. Морфологически
клетки соответствуют клеткам стационарной фа-
зы роста.

Добавление МК ПМХ к растущим культурам
не изменяло скорости дыхания популяции в целом,
о чем свидетельствует отсутствие влияния МК на
накопление СО2 по сравнению с культурами без МК
(данные не приведены). При этом в присутствии
МК урожай клеток был в 2‒5 раз больше (по
КОЕ), чем в контроле, что объясняется переходом
клеток в биопленочное состояние, при котором
клетки находятся в состоянии с пониженной
скоростью роста и не подвергаются автолизу. Это
позволяет на исходно одинаковом количестве
субстрата нарасти большему количеству клеток.

Через 3 мес. хранения культур УОМ, вырос-
ших с МК ПМХ, микроскопическая картина су-
щественно не изменилась. Все МК были покры-
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ты клетками УОМ, и даже в большей степени, чем
двухсуточные культуры. При этом клетки стали
более короткими, что соответствует старым куль-
турам, отдельные клетки в их скоплениях про-
сматриваются хуже, что указывает на развитие
матрикса, что особенно выражено для А. seifertii
(рис. 2г).

Выведение части клеток из состояния планк-
тонного роста и их переход в состояние биопле-
ночного роста обусловило нарастание большего
количества клеток ‒ в 2‒5 раз, чем в отсутствие
МК (табл. 1). Переход в состояние биопленки
приводит к замедлению скорости роста, и на од-
ном и том же количестве исходного субстрата мо-
жет нарасти большее количество биомассы (Do-
rofeev, Panikov, 1998; Lipson, 2015). Способство-
вать накоплению большего количества
микроорганизмов также могли еще два фактора –
сорбция метаболитов, ингибирующих рост культур
в стационарной фазе, а также использование хи-
тозана как дополнительного источника углерода
(Beier, Bertilsson, 2013; Sawaguchi et al., 2015). Ана-
логичный эффект наращивания большей био-
массы микроорганизмов в присутствии сорбен-
тов описан в работе Ларионова и соавт. (2011).

Адгезия R. еrytropolis на МК из ПМК также
весьма обильна (рис. 3). Клетки 2-сут культуры
имеют укороченную палочковидную или кокко-
идную форму, что характерно для стационарной
культуры. Вне МК присутствуют агрегаты клеток
родококка. Через 2 недели целых МК практиче-
ски не наблюдается, фрагменты МК полностью
покрыты толстым слоем клеток микроорганиз-
мов. Морфология клеток (длинные палочки) со-
ответствует растущим клеткам. Такая картина
объясняется активным гидролизом материала МК,
ПМК, гидролазами микроорганизмов, разрушени-
ем МК и пролиферацией клеток культуры. Типич-
ную картину биопленочного роста можно наблю-
дать для грамотрицательных бактерий A. seifertii и

P. aeruginosa (рис. 4а и 4б соответственно). Клетки
погружены в обильный матрикс, едва различимы,
при этом видно, что они имеют укороченную
форму, соответствующую медленно растущей
или стационарной культуре.

Таким образом, можно заключить, что МК
ПМК являются дополнительным источником уг-
лерода и энергии для микроорганизмов, и, таким
образом, могут быть использованы для их стаби-
лизации при хранении.

Для иммобилизации клеток УОБ в гель из
СПГВ выращенные до стационарной фазы куль-
туры смешивали со свежеприготовленным гелем
и оставляли до застывания. Включение клеток в
гель приводило к снижению их титра КОЕ в
2‒8 раз (рис. 8) по причине токсичности одного
из компонентов геля, АПТЭС, пока он не поли-
меризовался. Однако микроскопически все клет-
ки выглядели как клетки культур стационарной
фазы роста, лизированных клеток обнаружено не
было (рис. 5). После 4 мес. пребывания в геле кар-
тина существенно менялась: наряду с вегетатив-
ными клетками появлялись покоящиеся клетки,
выявляемые по наличию утолщенных клеточных
стенок и/или наличию кристаллизованного ком-
пактизованного нуклеоида (рис. 5). Вокруг неко-
торых вегетативных клеток можно видеть поли-
мерный матрикс (рис. 5г) или микровезикулы
(рис. 5в), что характерно для биопленочного фе-
нотипа.

Жизнеспособность УОМ при длительном хране-
нии. Иммобилизация клеток УОМ на поверхно-
сти МК из ПМХ существенно сказалась на коли-
честве и жизнеспособности клеток при хранении
при комнатной температуре в стационарных
условиях (табл. 1). Культуры, выращенные в при-
сутствии МК из ПМХ, содержали в 2‒4.5 раза
больше клеток, чем в контроле (табл. 1). Возрас-
тание титра КОЕ произошло из-за того, что пере-
ход в состояние биопленки приводит к замедле-

Рис. 3. Электронные микрофотографии МК из ПМК после инкубации в течение 2 сут (а) и 2 недель (б) с культурой
R. qingshengii.

10 мкм(а) 10 мкм(б)
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нию скорости роста, что сделало возможным на-
растание большего количества биомассы на
одном и том же количестве субстрата. Во всех ва-
риантах экспериментов, включая контрольные, с
течением времени хранения культур происходило
снижение численности микроорганизмов на

один (R. qingshengii) – три порядка (остальные
культуры) за 200 сут. Однако численность микро-
организмов конце указанного срока хранения в
вариантах с МК из ПМХ была выше, чем в кон-
троле, в несколько раз. Очевидно, что иммобили-
зация на МК повышала количество клеток УОМ

Рис. 4. Электронная микрофотография МК из ПМК после инкубации в течение 9 мес. с культурой A. seifertii (а) и в
течение 4 мес. с культурой P. aeruginosa (б).

10 мкм(а) 10 мкм(б)

Рис. 5. Электронно-микроскопические фотографии клеток R. qingshengii (а, в) и A. seifertii (б, г) сразу после включения
в гель из СПГВ (а, б) и после хранения в течение 4 мес. (в, г). На рис. (в) и (г) слева – вегетативные клетки, справа –
разные типы покоящихся форм: с уплотненной цитоплазмой и утолщенной клеточной стенкой (верх) и кристаллизо-
ванным компактизованным нуклеоидом (низ).

1 мкм(а) 1 мкм(б)

1 мкм(в) 1 мкм(г)
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относительно контрольного варианта при небла-
гоприятных условиях хранения.

Определять число жизнеспособных клеток на
поверхности МК ПМК методом десятикратных
разведений сложно, т.к. клетки образуют агрега-
ты из десятков и сотен клеток, часто включенных
в густой матрикс. В варианте с R. qingshengii, кото-
рый хорошо диспергируется, после хранения в те-
чение 30 сут титр КОЕ культуры, выращенной в
присутствии МК, был на 3 порядка выше относи-
тельно контроля (рис. 6). Для P. aeruginosa эффект
МК ПМК методом десятикратных разведений не
выявляется из-за формирования обильного мат-
рикса (рис. 3).

Поэтому количество метаболически активных
клеток было оценено косвенно ‒ по скорости ды-
хания культур, хранившихся в течение одинако-
вого времени с или без добавления МК из ПМК.
В этом случае скорость генерации СО2 прямо
пропорциональна количеству выживших клеток.

На рис. 7 представлены данные по скорости
дыхания культур R. qingshengii и P. aeruginosa в от-
вет на добавление глюкозы. Тест на физиологиче-
скую активность культур после 30 сут хранения
подтвердил высокую эффективность применения
МК из ПМК, более выраженную для родококка.
Для R. qingshengii дыхательная активность культу-
ры, хранившейся 30 сут в присутствии МК ПМК,
всего лишь в 2 раза ниже, чем свежевыращенной
культуры, и в 8 раз выше, чем контрольной куль-
туры. Для P. aeruginosa наличие МК ПМК привело
к 5-кратному превышению дыхательной актив-
ности 30-суточной культуры по сравнению с кон-
трольной без МК.

Сопоставление результатов определения титра
жизнеспособных клеток, их дыхательной актив-
ности и микрофотографий культур R. qingshengii и
P. aeruginosa, позволяет заключить, что делать вы-
воды о влиянии того или иного фактора на сохра-
нение жизнеспособности культур необходимо с
учетом всей совокупности данных. Так, в случае
биопленочного развития культур метод десяти-
кратных разведений дает заниженные результаты
(P. aeruginosa), и для оценки количества метабо-
лически активных клеток необходимо оценивать
потенциальную дыхательную активность. При
этом дыхательная активность дает заниженную
оценку количества жизнеспособных клеток, как в
случае R. qingshengii. Этот феномен имеет место
вследствие гетерогенности длительно хранящих-
ся культур. В то время как часть клеток имеет не-
глубокую степень покоя, и они сразу начинают
дышать, другие клетки оживают только через не-
сколько часов нахождения на богатой среде, и ме-
тод традиционного определения КОЕ дает боль-
шее количество жизнеспособных клеток.

Включение четырех видов УОМ (R. qingshengii,
A. seifertii, P. aeruginosa, P. extremaustralis) и одного

дрожжевого организма (Y. lipolytica) в гель на осно-
ве СПГВ приводило к существенному повышению
титра КОЕ при длительном хранении культур от-
носительно контроля (рис. 8). При этом было вы-
явлено, что компоненты геля (очевидно, свободный
АПТЭС до полимеризации) могут быть токсич-
ными для микроорганизмов. Для R. qingshengii и
Y. lypolytica сразу после формирования геля титр
КОЕ был ниже контрольного в 5 раз, для P. aeru-
ginosa – в 2 раза, для A. seifertii – на 10%. Однако
выжившие клетки не отмирали в течение несколь-
ких месяцев, в отличие от контрольных вариантов.
Наблюдали рост культур УОМ и увеличение чис-
ленности КОЕ до 4-х раз в течение первых двух ме-
сяцев. После двух месяцев хранения Y. lypolytica
наблюдали увеличение численности популяции –
более, чем на 1 порядок за 4 мес. Во всех случаях
микроорганизмы, бактерии и дрожжи, сохраня-
лись лучше в геле, чем в контрольном варианте.
Через 2‒12 мес. хранения в геле количество кле-
ток было выше, чем в контроле, на 1‒2 порядка.
Такое необычное для культур отсутствие отмира-
ния будет исследовано отдельно, однако можно
предположить, что росту и длительному выжива-
нию культур способствовало наличие в среде ис-

Таблица 1. Титр жизнеспособных клеток (КОЕ/мл)
культур УОМ, выращенных в присутствии МК из
ПМХ на среде LB через разные промежутки времени
(сут) относительно нестабилизированного контроля в
процентах

Время хранения (сут)

0 60 90 200

P. aeruginosa 209 338 238 232
R. qingshengii 185 436 579 182
A. seifertii 476 212 293 6250
D. maris 165 264 304 178

Рис. 6. Динамика КОЕ R. qingshengii в присутствии
МК ПМК. 1 – нестабилизированный контроль. 2 – в
присутствии МК ПМК.

1E+4

1E+5

1E+6

1E+7

1E+8

1E+9

4030
1

2

20100
сут

К
О

Е
/м

л

 



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 6  2021

НОВЫЕ БИОКОМПОЗИТНЫЕ МАТЕРИАЛЫ 701

точников питания – ацетата и этанола (который
образуется в результате полимеризации АПТС с
гуматами).

Деструкция нефти новыми биокомпозитными
материалами в жидкой среде и почве. На последнем
этапе работы было необходимо оценить, насколько
пригодны разработанные подходы к стабилиза-
ции культур УОМ (поддержанию титра жизне-

способных клеток при длительном хранении),
для использования в прикладном аспекте – в тех-
нологиях биоремедиации природных объектов
(вод и почв) от нефтепродуктов.

На рис. 9 представлены динамики накопления
СО2 культурой R. qingshengii при росте на жидкой
среде с нефтью в качестве единственного источ-
ника углерода.

Рис. 7. Дыхательная активность R. qingshengii (а) и P. aeruginosa (б), выращенных в присутствии МК ПМК и через 30 сут
хранения.
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Рис. 8. Влияние иммобилизации клеток УОМ и дрожжей в гель из СПГВ на их выживание при хранении: (а) – R. qing-
shengii; (б) – A. seifertii; (в) – P. aeruginosa; (г) – Y. lypolytica.
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Все культуры R. qingshengii начинали окислять
углеводороды нефти с задержкой на 3 сут, что свя-
зано с необходимостью подготовки их метаболиче-
ского аппарата (индукции ферментов окисления
углеводородов), поскольку они были выращены на
среде LB. В присутствии СПГВГ скорость эмиссии
СО2 (пропорциональная скорости деструкции
нефтепродуктов) начиналась с максимальной
скоростью 0.134% СО2/ч (рис. 9). Скорость де-
струкции нефтепродуктов 24-часовыми и 4-ме-
сячными культурами была в 3 раза ниже (0.04%
СО2/ч). Интересно отметить, что в случае 4-месяч-
ной культуры наблюдали увеличение скорости де-
струкции нефтепродукта относительно молодой
культуры, что обусловлено большей фенотипиче-
ской гетерогенностью популяции, вырастающей
из покоящихся клеток, и появлению клонов, спо-
собных к деструкции углеводородов более успешно,
чем доминировавший в исходной популяции ва-
риант, как это было продемонстрировано ранее
(Solyanikova et al., 2011; Ivshina et al., 2015; Солянико-
ва и соавт., 2017; Егозарьян и соавт., 2017). Неожи-
данно низкой оказалась эффективность окисления
нефти культурой в присутствии МК из полимоче-
вины и хитозана, поскольку выше было продемон-
стрировано более высокое содержание жизнеспо-
собных клеток в таких препаратах относительно
контроля (табл. 1). Очевидно, для эффективной
деструкции нерастворимого субстрата важна сте-
пень дисперсности биокатализатора, микроорга-
низмов. В данном эксперименте специальной де-
сорбции клеток с поверхности МК не проводили, в
итоге окисление нефти происходило в гетерофазной
(трехфазной) системе “нефть‒жидкость‒микро-
капсулы”, и затрудненный контакт нефти и клеток
обусловил низкую скорость процесса. При ис-
пользовании препарата с СПГВ, напротив, созда-
вались условия, благоприятные для окисления
нефти: вследствие растворения геля все клетки
находились в суспендированном состоянии, их
титр был высок, доступ к каплям нефти был мак-
симален. Кроме того, гуматы, входящие в состав
СПГВ обладают свойствами поверхностно-ак-
тивных веществ (Дагуров и соавт., 2005; Park et al.,
2011; Kuráň et al., 2014). В их присутствии нефть
легче образовывала эмульсию, что также способ-
ствовало повышению скорости деструкции угле-
водородов. Подтверждением является активность
еще одного варианта сравнения ‒ культура R. qing-
shengii, выращенная в тех же условиях (среда LB) и
хранившаяся в присутствии гумата Powhumus,
что приводит к повышению титра КОЕ культур
относительно контроля в ходе длительного хра-
нения, как это описано ранее (Николаев и соавт.,
2019) (кривая 5 на рис. 9). Скорость деструкции
нефти этим препаратом сопоставима с таковой у
молодой культуры.

Финальной проверкой эффективности био-
препаратов, стабилизированных с применением

новых подходов, была проверка ускорять деструк-
цию нефти на нестерильной почве, что наиболее
близко к реальным условиям биоремедиации. На
рис. 10 представлена скорость эмиссии СО2 из мик-
рокосмов чернозема, содержащего 10% нефти, об-
разующегося за счет окисления нефти. Величины
эмиссии СО2 для каждого варианта получены пу-
тем вычитания скорости эмиссии СО2 почвой без
нефти из величины эмиссии этого газа в варианте,
где почва загрязнена нефтью, т.е. где окисляется
как органическое вещество почвы, так и нефть.
Наибольшую активность, как и на жидкой среде,
обнаружила культура, стабилизированная с при-
менением СПГВ – скорость эмиссии СО2 была в
3.5 раза выше, чем в контрольной культуре того
же возраста, в 8 раз выше, чем 24-ч культурой.
Скорость деструкции нефти контрольной культу-
рой 4-месячного возраста была выше, чем свеже-
выращенной культурой почти в 2 раза. Добавле-
ние гумата (1.5 г/л) обусловило большую сохран-
ность клеток (Николаев и соавт., 2019) и,
поэтому, – повышение скорости окисления неф-
тепродуктов. Как и при росте на жидкой среде,
агрегация клеток в хранившихся биопрепаратах,
даже при условии их большей выживаемости, не
обеспечивала более высоких скоростей деструк-
ции нефти относительно контрольного варианта,
хранившегося то же время. При этом препарат, в
котором клетки находились в составе более плот-
ной биопленки, сформированной на МК из по-
лимолочной кислоты, обнаружил минимальную
активность по деструкции нефти.

На основании полученных результатов можно
заключить, что созданы новые биокомпозитные
материалы, микрокапсулы из полимочевины с
хитозаном, микрокапсулы из полимолочной кис-
лоты, силанольно-гуминовый гель, которые по-
вышают выживаемость клеток, иммобилизованных

Рис. 9. Динамика накопления СО2 культурами
R. qingshengii, хранившимися в течении 4 мес., на сре-
де с нефтью. Цифрами обозначены: 1 – культура воз-
растом 24 ч; 2 – культура без добавок, хранившаяся
4 мес.; 3 ‒ культура, хранившаяся 4 мес. в присут-
ствии СПГВ; 4 ‒ культура, хранившаяся 4 мес. в при-
сутствии МК ПМХ; 5 ‒ культура, хранившаяся 4 мес.
в присутствии 1.5% гумата Powhumus.
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с их применением в 2‒1000 раз относительно кон-
троля. Однако функциональные свойства новых
биокомпозитов определяются не только содержа-
нием жизнеспособных клеток, но также способ-
ностью клеток к диспергированию в условиях
применения, расширенным диссоциативным фе-
нотипическим спектром популяции, вырастающей
из биопрепарата, а также наличием дополнитель-
ных функций – способностью служить источником
углерода и энергии для микроорганизмов, обладать
поверхностно-активными и сорбционными свой-
ствами. Наилучшей комбинацией таких свойств об-
ладают биокомпозиты на основе силанольных про-
изводных гуминовых веществ и УОМ.
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Abstract—Increasing the stability of biopreparations with hydrocarbon-oxidizing bacteria (HOB), which are
used for bioremediation of oil-contaminated environmental objects, is presently an important task. In the
present work, new biocomposite materials were developed for HOB immobilization on the surface of micro-
capsules (MC) from: pure and chitosan- or gelatin-modified polyurea; polylactic and polyglycolic acids; and
cell incorporation into the gels of humic acids silanol derivatives. The tested organisms used were gram-neg-
ative HOB Acinetobacter seifertii WS1, Pseudomonas extremaustralis WS-1, P. aeruginosa OIS 4.8.1, gram-
positive bacteria Rhodococcus qingshengii 367-6, and Dietzia maris 367-2, as well as yeasts Yarrowia lipolytica
367-2. HOB cultivation in liquid media with chitosan-polyurea-based MCs (but not MCs of pure or gelatin-
modified polyurea) resulted in viable cell numbers (CFU/mL) 2‒5 times higher than in the control (without
MCs) both in freshly grown cultures and in those stored at room temperature under access to air for a long
time (up to 7 months). HOB cultivation together with polylactic acid MCs resulted in active surface growth.
Surface growth was less pronounced in the variants with polyglycolic MC, as was confirmed microscopically.
Survival of the R. qingshengii grown in the presence of polylactide MCs after storage for 1 month was three
orders of magnitude higher than in the control (without MCs). HOB immobilization in the gels of humate
silanol derivatives was the most efficient approach, which resulted in CFU titers up to 100 times higher than
in the control variant after storage for 7‒12 months; respiration rates were also higher than in the control. The
biopreparations with HOB immobilized in new biocomposite materials had high oil-oxidizing activity both
in liquid media and oil-contaminated soil microcosms. After 4-month storage at room temperature, the rate
of oil oxidation by these biopreparations was 2 to 4 times higher than in the control. The practically important
features of new biocomposite materials are: prolonged HOB cell viability in the course of long-term storage
(up to 12 months); homogeneity of the cultures at the time of application; and presence of additional growth
substrates, which may be used for hydrocarbon co-oxidation.

Keywords: hydrocarbon-oxidizing microorganisms, biocomposite materials, microcapsules, silanol-humine
gel, long-term storage, oil degradation
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