
Сог лас но сов ре мен ным пред с тав ле ни ям, по -
дав ля ю щее боль шин с т во про ка ри от в при ро де су -
щес т ву ют в прик реп лен ном сос то я нии — в виде
би оп ле нок, как ас со ци и ро ван ное с по вер х нос тью
со об щес т во мик ро ор га низ мов, обыч но зак лю чен -
ное во внек ле точ ный мат рикс [1]. Ин те рес к изу че -
нию би оп ле нок мик ро ор га низ мов пер во на чаль но
был свя зан с ме ди цин с ки ми проб ле ма ми, воз ни ка -
ю щи ми из - за бак те ри аль ной ко ло ни за ции ме ди -
цин с ко го обо ру до ва ния, им п лан тан тов и ка те те -
ров, а так же с по вы шен ной ус той чи вос тью би оп ле -
нок к ан ти би о ти кам, би о ци дам и клет кам им мун -
ной сис те мы [2, 3]. Тем не ме нее, ус той чи вость био -

п ле нок к фак то рам ок ру жа ю щей сре ды иг ра ет по -
ло жи тель ную роль в сис те мах очис т ки сточ ных
вод или заг ряз нен ных почв. Кро ме того, би оп лен -
ки про мыш лен но зна чи мых мик ро ор га низ мов мо -
гут яв лять ся са мо им мо би ли зо ван ным би о ка та ли за -
то ром, сох ра ня ю щим жиз нес по соб ность в те че ние
дли тель но го вре ме ни, что осо бен но ак ту аль но
при воз дей с т вии ток сич ных суб с т ра тов и про дук -
тов [4—6].

Нит ри лу ти ли зи ру ю щие бак те рии об ла да ют 
боль шим би о тех но ло ги чес ким по тен ци а лом и в
те че ние нес коль ких де ся ти ле тий ус пеш но ис поль -
зу ют ся для про из вод с т ва ак ри ла ми да из ак ри ло -
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Би оп лен  ки ни т рил гид ро л и зу ю щих ба к те ри й:  ди  на ми к а  рос  та ,
ус т ой чи в ость к ток  сич ным ве щ ес т ва м и би о тех  но ло ги чес  к ий
по  тен ци ал

В про цес се куль ти ви ро ва ния штам мов Rhodococcus ruber gt1, Pseudomonas fluo -
rescens C2, Alcaligenes faecalis 2 и Rh. erythropolis 11-2 в при сут с т вии но си те лей по -
лу че ны мо но- и сме шан ные би оп лен ки этих бак те рий. Изу че ны тран с фор ма ция али -
фа ти чес ких и аро ма ти чес ких нит ри лов би оп лен ка ми нит рил гид ро ли зу ю щих бак те -
рий, а так же ди на ми ка рос та би оп ле нок Rh. ruber gt1 и P. fluorescens C2 и их ус той -
чи вость к ток сич ным суб с т ра там и про дук там гид ро ли за нит ри лов. По ка за но, что
би о мас са би оп лен ки P. fluorescens C2 и об щее со дер жа ние АТР в куль ту ре дос ти га -
ют мак си му ма че рез 1 сут рос та, тог да как у Rh. ruber gt1 — че рез 3—4 сут. Би о п лен -
ки как Rh. ruber gt1, так и P. fluorescens C2 бо лее ус той чи вы к воз дей с т вию вы со ких
кон цен т ра ций ак ри ла ми да и ак ри ло нит ри ла и об ла да ют боль ши ми адап тив ны ми
спо соб нос тя ми, чем план к тон ные клет ки.

Клю че вые сло ва: ами да за, би оп лен ки, нит ри ла за, нит рил гид ра та за, нит рил гид ро ли зу ю щие бак те рии.
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Спи сок со кра ще ний: АА — ак ри ла мид; AК — ак ри ло вая кис ло та; ВЭЖХ — вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия;
ДМСО — ди ме тил су ль фок сид; КОЕ — ко ло ние об ра зу ю щая еди ни ца; НА — ни ко ти на мид; НАК — ни трил ак ри ло вой кис ло -
ты; НК — ни ко ти но вая кис ло та; ОП — оп ти че ская плот ность; сре да LB — сре да ЛуриаБер та ни; УЗ — уль т ра звук.
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нит ри ла и ни ко ти на ми да из 3-цианопиридина
[7—10]. Ряд ра бот пос вя щен им мо би ли за ции кле -
ток нит ри лу ти ли зи ру ю щих бак те рий с целью
улуч ше ния свойств би о ка та ли за то ра, его ак тив -
нос ти и ста биль нос ти при мно гок рат ном и дол гов -
ре мен ном ис поль зо ва нии. Чаще все го им мо би ли -
за цию осу щес т в ля ют за счет вклю че ния кле ток
или их ком по нен тов в струк ту ру ге лей: аль ги на та
каль ция и ба рия [11—13], -каррагинана [14], ага -
ра и ага ро зы [15], по ли ви ни ло во го спир та [16], по -
ли ак ри ла ми да [17]. Были так же по лу че ны ак тив -
ные би о ка та ли за то ры на ос но ве кле ток нит ри лу ти -
ли зи ру ю щих бак те рий, ад сор би ро ван ных на уг ле -
род ных но си те лях [18, 19]. По лу че ние ге те ро ген -
но го би о ка та ли за то ра обыч но ос но ва но на ис кус с -
т вен ной им мо би ли за ции кле ток сус пен зии, пред -
ва ри тель но вы ра щен ной до ста ци о нар ной фазы,
тог да как по тен ци ал би оп ле нок (их по вы шен ная
ус той чи вость к вы со ким кон цен т ра ци ям ток сич -
ных ве ществ, воз мож ность дол гов ре мен но го фун -
к ци о ни ро ва ния) в пол ной мере не ис поль зу ет ся.

Целью ра бо ты яви лось изу че ние ди на ми ки
рос та би оп ле нок нит рил гид ро ли зу ю щих бак те -
рий, тран с фор ма ции али фа ти чес ких и аро ма ти чес -
ких нит ри лов мо ноп лен ка ми и сме шан ны ми би оп -
лен ка ми, а так же вли я ния на клет ки би оп ле нок
ток сич ных суб с т ра тов и про дук тов гид ро ли за нит -
ри лов в срав не нии с план к тон ны ми клет ка ми.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Фор ми ро ва ние би оп ле нок нит рил гид ро -
ли зу ю щих бак те рий и их ви зу а ли за ция. Би оп -
лен ки штам мов Rhodococcus ruber gt1 (ИЭГМ
612, Ре ги о наль ная про фи ли ро ван ная кол лек ция
ал ка нот роф ных мик ро ор га низ мов, ак ро ним ИЭГМ,
www.iegm.ru/iegmcol/index.html), об ла да ю щих нит -
рил гид ра таз ной ак тив нос тью, Pseudo monas fluo res -
cens C2 (ВКМ В-2597Д), со дер жа щих нит ри ла -
зу, Alcaligenes faecalis 2 и Rh. erythropolis 11-2 с вы -
ра жен ной ами даз ной ак тив нос тью были вы ра ще -
ны на ми не раль ной сре де N сле ду ю ще го сос та ва,
г/л: KH2PO4 — 1,0; K2HPO4  3H2O — 3,75; NaCl
— 0,5; MgSO4  7H2O — 0,5; CoCl2  6H2O — 0,01;
FeSO4  7H2O — 0,005; pH 7,2 ± 0,2 (все соли про из -
вод с т ва «Ре а хим», Рос сия). Ис точ ни ком уг ле ро да
для штам мов Rh. ruber gt1, P. fluorescens C2 и
Rh. erythropolis 11-2 слу жи ла глю ко за («Ре а хим»)
в ко неч ной кон цен т ра ции 0,1%. В ка чес т ве ис точ -
ни ка азо та ис поль зо ва ли хло рид ам мо ния («Ре а -
хим») в кон цен т ра ции 0,05% для Rh. ruber gt1 и аце -
то нит рил («Кри ох ром», Рос сия) (С2H5CN) в кон -
цен т ра ции 0,5 и 0,05% для P. fluorescens C2 и
Rh. erythropolis 11-2, со от вет с т вен но. Для A. faeca -

lis 2 ис точ ни ком и азо та, и уг ле ро да слу жил 0,1 М
аце та мид (Fluka, США). Рос то вые суб с т ра ты асеп -
ти чес ки до бав ля ли в ав ток ла ви ро ван ную и ох лаж -
ден ную до 25° сре ду, со дер жа щую 1 г уг ле род ных
но си те лей или 1 дм2 по ли э ти ле но вой плен ки. Бак -
те ри аль ные штам мы куль ти ви ро ва ли на ка чал ке с
час то той вра ще ния 120 об/мин при тем пе ра ту ре
30є. В ка чес т ве но си те лей ис поль зо ва ли во лок нис -
тые ад сор бен ты ма рок «Кар бо пон» и «Урал ТМ-4»
(кар бо ни зи ро ван ные уг ле род ные вис коз ные во -
лок на) и «Кар бо пон - В -ак тив» (ак ти ви ро ван ные вис -
коз ные уг ле род ные во лок на) («Хим во лок но»,
Свет ло горское, Бе ла русь), а так же по ли э ти лен вы -
со кой плот нос ти в виде плен ки (Рос сия).

Би оп лен ку, вы ра щен ную на но си те лях, ви зу а -
ли зо ва ли с по мощью све то во го мик рос ко па DM  LS
(Leica, Гер ма ния) с фа зо вым кон т рас том и ска ни -
ру ю ще го элек т рон но го мик рос ко па MIRA 3 (TES -
CAN, Че хия) при ус ко ря ю щем нап ря же нии 10 кВ.
Элек т рон но- мик рос ко пи чес кий ана лиз об раз цов
вы пол нен в де мон с т ра ци он но- ме то ди чес ком цен т -
ре TESCAN (Сан к т - Пе тер бург). 

Для ана ли за жиз нес по соб нос ти кле ток би -
оп лен ки вы ра щи ва ли в чаш ках Пет ри на пред мет -
ных стек лах (25Ч75 мм), пог ру жен ных в син те ти -
чес кую ми не раль ную сре ду N, ино ку ли ро ван ную
клет ка ми со от вет с т ву ю ще го штам ма. Би оп лен ки
бак те рий и сус пен ди ро ван ные клет ки об ра ба ты ва -
ли кра си те лем LIVE/DEAD® (Syto 9/про пи ди ум
иодид) BacLightTM Bacterial Viability Kits (Invit -
rogen, США) из рас че та 3 мкл сме си кра си те ля на
1 мл фи зи о ло ги чес ко го рас т во ра (0,85%-ный
NaCl, «Ре а хим»), ин ку би ро ва ли в тем но те в те че -
ние 20 мин и прос мат ри ва ли в све то вом мик рос ко -
пе DM LS (Leica) с флю о рес цен ци ей.

По лу че ние сме шан ных би оп ле нок нит рил -
гид ро ли зу ю щих бак те рий. По лу че ние сме шан -
ных би оп ле нок Rh. ruber gt1 и Rh. erythropolis 11-2. 
В сре ду N (100 мл) с 0,1% глю ко зы в ка чес т ве ис -
точ ни ка уг ле ро да и 0,05% аце то нит ри ла в ка чес т -
ве ис точ ни ка азо та вно си ли по 5 мл (2,0±0,2)  108

КОЕ/мл сус пен зии ро до кок ков обо их штам мов и
куль ти ви ро ва ли в при сут с т вии но си те лей Кар бо -
по на и по ли э ти ле но вой плен ки вы со кой плот нос ти
при 30° с пе ре ме ши ва ни ем на ка чал ке (130 об/мин).

По лу че ние сме шан ных би оп ле нок Rh. ruber
gt1 и A. faecalis 2. В сре ду N (100 мл), со дер жа щую 
0,1% глю ко зы в ка чес т ве ис точ ни ка уг ле ро да для
штам ма Rh. ruber gt1 и 0,1 М аце та ми д для штам -
ма A. faecalis 2, а так же 0,1 М хло рид ам мо ния в ка -
чес т ве ис точ ни ка азо та, вно си ли 1 мл ино ку ля та
Rh. ruber gt1 (1,3  109 КОЕ/мл) и 0,5 мл A.
faecalis 2 (1,0  1010 КОЕ/мл) и куль ти ви ро ва ли в
при сут с т вии но си те лей Кар бо по на и по ли э ти ле на 
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вы со кой плот нос ти при 30є с пе ре ме ши ва ни ем на
ка чал ке (130 об/мин). На 7-е сут ки куль ти ви ро ва -
ния под с чи ты ва ли ко ли чес т во жиз нес по соб ных
кле ток план к то на при по се ве на ага ри зо ван ную
сре ду Лу риа—Бер та ни (LB); ко ло нии раз ли ча ли
по ок рас ке. Би оп лен ки об ра ба ты ва ли уль траз ву -
ком пя тик рат но в те че ние 1 мин при 37 кГц в уль -
траз ву ко вой ван не Elma Ultrasonic 30S (Elma, Гер -
ма ния), вы се ва ли клет ки на сре ду LB  и го то ви ли
пре па ра ты для фа зо во- кон т рас т ной све то вой мик -
рос ко пии.

Тран с фор ма ция ак ри ло нит ри ла и 3-циа -
нопиридина би оп лен ка ми нит рил гид ро ли зу ю -
щих бак те рий. Сус пен зию, по лу чен ную при ге те -
ро фаз ном куль ти ви ро ва нии штам мов, от де ля ли от 
но си те ля с би оп лен кой, цен т ри фу ги ро ва ли 20 мин
при 10000 g, ре сус пен ди ро ва ли в 0,01 М фос фат -
ном бу фе ре (pH 7,2, «Ре а хим») и цен т ри фу ги ро ва -
ли пов тор но. Но си тель про мы ва ли 30 мл фос фат -
но го бу фе ра и про во ди ли тран с фор ма цию суб с т ра -
тов от дель но би оп лен кой и план к тон ны ми клет ка -
ми. Кон т ро лем слу жи ла сус пен зия, вы ра щен ная
без но си те лей. Про во ди ли тран с фор ма цию 200 мМ
рас т во ра 3-цианопиридина (Sigma- Aldrich, США) 
и 1,3 М рас т во ра ак ри ло нит ри ла в 10 мл фос фат -
но го бу фе ра при пос то ян ном пе ре ме ши ва нии на
ка чал ке с час то той вра ще ния 120 об/мин и тем пе -
ра ту ре 30є. Тран с фор ма цию осу щес т в ля ли, ис -
поль зуя всю би о мас су, вы ра щен ную в виде сус -
пен зии и в виде би оп ле нок в те че ние 7 сут в 100
мл сре ды в ус ло ви ях, ука зан ных выше. Клет ки
кон т роль ной сус пен зии, вы ра щен ной без но си те -
ля, ре сус пен ди ро ва ли в 20 мл фос фат но го бу фе ра и
про во ди ли тран с фор ма цию та ких же кон цен т ра -
ций суб с т ра тов. Пос лед ние вно си ли в ре ак ци он -
ную смесь од но мо мен т но. Вре мя ре ак ции в за ви -
си мос ти от ак тив нос ти штам ма сос тав ля ло 24 ч
для кон вер сии нит ри ла зой P. fluo rescens C2 и 3 ч
для тран с фор ма ции нит рил гид ра та зой Rh. ruber
gt1. В отоб ран ных про бах (1 мл) ре ак цию ос та -
нав ли ва ли, до бав ляя 50 мкл кон цен т ри ро ван ной
со ля ной кис ло ты, кон цен т ра цию суб с т ра тов и
про дук тов фер мен та тив ной ре ак ции оп ре де ля ли
с по мощью ВЭЖХ.

Со дер жа ние ак ри ло нит ри ла, ак ри ла ми да и
ак ри ло вой кис ло ты ана ли зи ро ва ли пу тем ВЭЖХ
на хро ма тог ра фе LC-10 (Shimadzu, Япо ния) с ко -
лон кой Synergi 4u Hydro-RP 80A (250 Ч 4,6 мм). В
ка чес т ве под виж ной фазы ис поль зо ва ли 25 мМ
NaH2PO4 («Ре а хим»); ско рость по то ка сос тав ля ла
0,75 мл/мин при тем пе ра ту ре 25°; де тек цию про во -
ди ли при дли не вол ны 200 нм. Кон цен т ра цию
3-цианопиридина, ни ко ти на ми да и ни ко ти но вой
кис ло ты в про бах оп ре де ля ли пу тем ВЭЖХ на ко -

лон ке Luna 5u C18 (2) 100A (250  4,6 мм). В ка чес -
т ве под виж ной фазы ис поль зо ва ли рас т вор 10 мМ
KH2PO4 + 25% аце то нит ри ла, ско рость по то ка сос -
тав ля ла 0,5 мл/мин при тем пе ра ту ре 25°, де тек -
цию про во ди ли при дли не вол ны 200 нм.

Оп ре де ле ние ди на ми ки рос та би оп ле нок
Rh. ruber gt1 и P. fluorescens C2. Под с чет ко ли чес -
т ва кле ток би оп лен ки свя зан с оп ре де лен ны ми зат -
руд не ни я ми, выз ван ны ми не об хо ди мос тью ме ха -
ни чес ко го от де ле ния кле ток от но си те ля без по те -
ри их жиз нес по соб нос ти для пос ле ду ю ще го по се -
ва на твер дую пи та тель ную сре ду и оп ре де ле ния
КОЕ. По э то му для оцен ки плен ко об ра зо ва ния час -
то ис поль зу ют кос вен ный ме тод, нап ри мер, ок рас -
ку крис тал ли чес ким фи о ле то вым с эк с трак ци ей
кра си те ля спир том или ук сус ной кис ло той. Крис -
тал ли чес кий фи о ле то вый — это ос нов ной кра си -
тель, ко то рый свя зы ва ет ся с от ри ца тель но за ря -
жен ны ми мо ле ку ла ми по вер х нос ти клет ки и по ли -
са ха ри да ми внек ле точ но го по ли мер но го мат рик са.

С этой целью в лун ки по лис ти роль но го
96-лу ночного план ше та вно си ли сре ду N (150
мкл) и ино ку ли ро ва ли сус пен зи ей нит рил гид ро ли -
зу ю щих бак те рий (10 мкл, (2,0±0,2)  108 КОЕ/мл). 
Один раз в сут ки план к тон ные клет ки уда ля ли из
лу нок де кан та ци ей, от мы ва ли би оп лен ку 200 мкл
фос фат но го бу фе ра дваж ды и ок ра ши ва ли 0,1%-ным 
рас т во ром крис тал ли чес ко го фи о ле то во го [20—22]
в те че ние 40 мин в тем но те. За тем уда ля ли кра си -
тель, про бу от мы ва ли од нок рат но фос фат ным бу -
фе ром и эк с тра ги ро ва ли кра си тель 96%-ным спир -
том (200 мкл). Би оп лен ко об ра зо ва ние оце ни ва ли
по оп ти чес кой плот нос ти рас т во ра кра си те ля при
540 нм на план шет ном ри де ре Te can infinite M200
pro (Te can, Швей ца рия). Так как кра си тель ок ра -
ши ва ет и жи вые, и мер т вые клет ки, а так же по ли -
са ха рид ный мат рикс, этот ме тод не поз во ля ет оце -
нить ко ли чес т во жиз нес по соб ных кле ток, а дает
пред с тав ле ние лишь о мас се би оп лен ки в це лом
[24].

По э то му для оцен ки ди на ми ки рос та нит -
рил гид ро ли зу ю щих бак те рий был ис поль зо ван
еще один ме тод, поз во ля ю щий оце нить ко ли чес т -
во жиз нес по соб ных кле ток [23, 24], что осо бен но
ак ту аль но, ког да клет ки прик реп ле ны к суб с т ра ту
[25, 26]. Для это го при ме ня ли би о лю ми нес цен т -
ный ме тод, ос но ван ный на ре ак ции окис ле ния
D-люциферина лю ци фе ра зой свет ля ков, ко то рое
про ис хо дит в при сут с т вии АТР и соп ро вож да ет ся
све че ни ем с ин тен сив нос тью, про пор ци о наль ной
со дер жа нию АТР. На ос но ва нии ис поль зу е мых ме -
то дов была рас с чи та на кор ре ля ция по ка за те лей,
от ра жа ю щих ко ли чес т во би о мас сы и жиз нес по -
соб ность би оп ле нок. Оп ре де ля ли об щее ко ли чес т -
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во АТР и рас с чи ты ва ли ко ли чес т во АТР на лун ку.
Один раз в сут ки план к тон ные клет ки уда ля ли из
лу нок де кан та ци ей, от мы ва ли би оп лен ку 200 мкл
фос фат но го бу фе ра дваж ды и вно си ли 100 мкл
ДМСО для эк с трак ции АТР из лу нок. Пос ле 15
мин эк с по зи ции на льду про бы от би ра ли, за мо ра -
жи ва ли и хра ни ли при —18°. Кон цен т ра цию АТР
оп ре де ля ли, ис поль зуя стан дар т ный на бор ре ак ти -
вов (ATP Bioluminescent Assay Kit, Sigma). Про бы
раз во ди ли в 10 раз, сме ши ва ли 100 мкл об раз ца с
100 мкл ре а ген та, со дер жа ще го лю ци фе рин и лю -
ци фе ра зу свет ля ков. Из ме ре ние лю ми нес цен ции
осу щес т в ля ли на план шет ном ри де ре Te can in -
finite M200 pro (Te can); кон цен т ра цию АТР оп ре де -
ля ли по ка либ ро воч но му гра фи ку.

Вли я ние ак ри ло нит ри ла, ак ри ла ми да и
ак ри ло вой кис ло ты на план к тон ные клет ки и
би оп лен ки нит рил гид ро ли зу ю щих бак те рий.
Би оп лен ки Rh. ruber gt1 и P. fluorescens C2 вы ра -
щи ва ли в лун ках 96-луночного по лис ти роль но го
план ше та, как опи са но выше. Су пер на тант от де ля -
ли от че ты рех су точ ных би оп ле нок и пе ре но си ли в 
пус тые лун ки. Би оп лен ки про мы ва ли 150 мкл фос -
фат но го бу фе ра дваж ды, вно си ли 150 мкл бу фе ра,
в ко то рый до бав ля ли ак ри ло нит рил до ко неч ной
кон цен т ра ции 1,3 М, ак ри ла мид до кон цен т ра ции
1,7 М и ак ри ло вую кис ло ту до кон цен т ра ции 1,3 М. 
Те же кон цен т ра ции ток сич ных ве ществ вно си ли
в сус пен зию план к тон ных кле ток. Пос ле 20 мин
эк с по зи ции рас т вор с би оп ле нок уда ля ли де кан та -
ци ей, а сус пен зию цен т ри фу ги ро ва ли в план ше -
тах при 2464 g. Су пер на тант уда ля ли, к би оп лен -
кам и осад ку кле ток до бав ля ли 100 мкл ДМСО. Че -
рез 15 мин про бы от би ра ли, за мо ра жи ва ли и хра -
ни ли при —18°. Кон цен т ра цию АТР оп ре де ля ли,
как опи са но выше. 

Для оцен ки жиз нес по соб нос ти би оп лен ки
и от цен т ри фу ги ро ван ную при 2464 g сус пен зию
кле ток про мы ва ли 150 мкл сте риль но го фос фат но -
го бу фе ра од нок рат но, вно си ли 100 мкл бу фе ра и
об ра ба ты ва ли уль траз ву ком пя тик рат но в те че ние
1 мин при 37 кГц, по мес тив план ше ты в уль траз ву -
ко вую ван ну Elma Ultrasonic 30S (Elma, Гер ма -
ния). Жиз нес по соб ность кле ток оце ни ва ли по чис -
лу ко ло ни е об ра зу ю щих еди ниц (КОЕ) при по се ве
из раз ве де ний на ага ри зо ван ную сре ду LB.

Ста тис ти чес кая об ра бот ка ре зуль та тов.
Сред ние зна че ния по лу чен ных дан ных оп ре де ля -
ли по ре зуль та там не ме нее, чем трех не за ви си -
мых опы тов. При ста тис ти чес кой об ра бот ке оце -
ни ва ли стан дар т ное от к ло не ние и до ве ри тель ные
ин тер ва лы; дос то вер ность раз ли чий оп ре де ля ли с 
ис поль зо ва ни ем кри те рия Стью ден та. Раз ли чия
счи та ли дос то вер ны ми при уров не зна чи мос ти

p<0,05. Ана лиз ре зуль та тов про во ди ли с по -
мощью стан дар т ных па ке тов ли цен зи он ных прог -
рамм MS Ex cel 2003 и Statistica. 

Вид рас п ре де ле ния ис с ле ду е мых приз на ков 
оп ре де ля ли с ис поль зо ва ни ем кри те ри ев Колмо -
гороваСмирнова и ШапироУилка. Для ис с ле -
до ва ния свя зи двух приз на ков в слу чае нор маль но -
го рас п ре де ле ния вы чис ля ли ко эф фи ци ент кор ре -
ля ции Пир со на (r): при этом ста тис ти чес кую дос -
то вер ность рас с чи ты ва ли при уров не зна чи мос ти
p = 0,05. При рас п ре де ле нии приз на ков, от лич ном
от нор маль но го, вы чис ля ли не па ра мет ри чес кий
ко эф фи ци ент ран го вой кор ре ля ции Спир ме на (R); 
при этом дос то вер ны ми счи та ли свя зи при p<0,05. 
Сте пень кор ре ля ции оце ни ва ли в за ви си мос ти от
зна че ния ко эф фи ци ен та  Спир ме на: |R|<0,3 — сла -
бая кор ре ля ция; 0,3<|R|<0,70 — уме рен ная кор ре -
ля ция; |R|>0,70 — силь ная кор ре ля ция.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ди на ми ка ро с та био пле нок 
Rh. ru ber gt1 и P. flu o res cens C2

При по су точ ной ок рас ке би оп ле нок Rh. ru -
ber gt1 и P. fluorescens C2 и из ме ре нии оп ти чес кой 
плот нос ти (ОП) эк с тра ги ро ван но го кра си те ля
было оп ре де ле но, что мак си маль ное на коп ле ние
би о мас сы би оп лен ки P. fluorescens C2 дос ти га ет ся
уже че рез 1 сут рос та, тог да как би оп лен ки Rh. ru -
ber gt1 — на чет вер тые сут ки (рис. 1, а). Пос ле 1 сут
рос та ко ли чес т во би о мас сы би оп лен ки P. fluo re scens
C2 пос те пен но сни жа ет ся, но пол но го раз ру ше ния
би оп лен ки к 7-м сут кам рос та не наб лю да ет ся.

При оцен ке ди на ми ки рос та би оп ле нок по
со дер жа нию внут рик ле точ но го АТР наб лю да ли
сход с т во кри вых рос та, по лу чен ных при ис поль зо -
ва нии обо их ме то дов (см. рис. 1, б). Так, мак си -
маль ное ко ли чес т во АТР эк с тра ги ро ва лось из су -
точ ных би оп ле нок P. fluorescens C2 и трех су точ -
ных би оп ле нок Rh. ruber gt1. К 7-м сут кам ко ли -
чес т во АТР в би оп лен ках P. fluorescens C2 сни жа -
лось бо лее зна чи тель но, чем ОП эк с тра ги ро ван но -
го рас т во ра кра си те ля. Сле до ва тель но, к 7-м сут -
кам ко ли чес т во жиз нес по соб ных кле ток P. fluo -
rescens C2 падало, тог да как об щая мас са би оп лен -
ки, сос то я щая из жи вых, не жи вых кле ток и по ли -
мер но го мат рик са, умень ша лась нез на чи тель но.

При по су точ ном оп ре де ле нии ОП эк с тра ги -
ро ван но го кра си те ля крис тал ли чес ко го фи о ле то во -
го и кон цен т ра ции внут рик ле точ но го АТР у Rh. ru -
ber gt1 от ме ча ет ся уме рен ная кор ре ля ция этих па -
ра мет ров (r = 0,513; p = 0,05). У P. fluorescens C2
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при рас п ре де ле нии зна че ний, от лич ном от нор -
маль но го, меж ду ними от ме ча ет ся дос то вер но вы -
со кая кор ре ля ция (R=0,821; p=0,02). Та ким об ра -
зом, нес мот ря на то, что зна че ния, по лу чен ные ме -
то дом ок рас ки крис тал ли чес ким фи о ле то вым, от -
ра жа ют мас сив ность би оп лен ки без уче та жиз нес -
по соб ных кле ток, меж ду ве ли чи на ми, оп ре де ля ю -
щи ми би оп лен ко об ра зо ва ние, и со дер жа ни ем
внут рик ле точ ной АТР наб лю да ет ся кор ре ля ция от 
уме рен ной до вы со кой, что дает воз мож ность ос -
та но вить ся на од ном из вы ше пе ре чис лен ных спо -
со бов уче та ди на ми ки рос та би оп лен ки в за ви си -
мос ти от пос тав лен ных за дач.

Транс фор ма ция ак ри ло нит ри ла 
и 3-ци а но пи ри ди на био плен ка ми 
ни трил гид ро ли зу ю щих бак те рий

Было по ка за но, что сум мар ная про дук ция
ак ри ла ми да при тран с фор ма ции ак ри ло нит ри ла,
сос то я щая из про дук ции план к тон ны ми клет ка ми 

и би оп лен ка ми Rh. ruber gt1, вы ра щен ны ми на по -
ли э ти ле не, дос то вер но не от ли ча ет ся от кон т роль -
ной, по лу чен ной при тран с фор ма ции того же ко ли -
чес т ва ак ри ло нит ри ла сус пен зи он ной куль ту рой
(рис. 2, а). В то же вре мя, при кон вер сии
3-цианопиридина план к тон ные клет ки и би оп лен -
ки Rh. ru ber gt1 на кар бо ни зи ро ван ных уг ле род -
ных во лок нах Урал ТМ-4 об ра зу ют сум мар но
боль шее ко ли чес т во ни ко ти на ми да, чем кон т роль -
ная сус пен зия, тог да как про дук ция ни ко ти на ми да 
план к то ном и би оп лен ка ми на по ли э ти ле не при
тран с фор ма ции это го суб с т ра та была рав на кон т -
роль ной (см. рис. 2, б). Ко ли чес т во об ра зо ван ной
ак ри ло вой кис ло ты при тран с фор ма ции ак ри ло -
нит ри ла би оп лен ка ми и план к то ном P. fluorescens
C2 с ис поль зо ва ни ем всех но си те лей было ниже,
чем в кон т ро ле (рис. 3, а) и толь ко при тран с фор ма -
ции 3-цианопиридина про дук ция ни ко ти но вой
кис ло ты план к то ном и би оп лен ка ми на по ли э ти ле -
не была рав на та ко вой в кон т ро ле (см. рис. 3, б).
На и мень шее ко ли чес т во про дук та — как ак ри ла -
ми да и ак ри ло вой кис ло ты, так и ни ко ти на ми да и
ни ко ти но вой кис ло ты — было по лу че но при тран -
с фор ма ции со от вет с т ву ю щих суб с т ра тов би оп лен -
ка ми, вы ра щен ны ми на ак ти ви ро ван ных уг ле род -
ных во лок нах Кар бо пон - В -ак тив. Этот факт мо -
жет объ яс нять ся при ро дой са мо го но си те ля, ко то -
рый в боль шей сте пе ни ад сор би ру ет про дук ты ре -
ак ции, чем дру гие ис поль зу е мые ма те ри а лы. На и -
боль шее ко ли чес т во про дук та по лу че но при тран с -
фор ма ции али фа ти чес ких и аро ма ти чес ких суб с т -
ра тов би оп лен ка ми, вы ра щен ны ми на по ли э ти ле -
не и в ряде слу ча ев на Ура ле ТМ-4. 

Ме то дом фа зо во- кон т рас т ной све то вой мик -
рос ко пии были ви зу а ли зо ва ны би оп лен ки, сфор ми -
ро ван ные на по ли э ти ле не (рис. 4, а, б). По- ви ди мо -
му, гид ро фоб ная по вер х ность по ли э ти ле на яв ля ет -
ся под хо дя щей для ад ге зии кле ток мик ро ор га низ -
мов, име ю щих как боль шей час тью гид ро фоб ную
(Rh. ruber gt1), так и глав ным об ра зом гид ро филь -
ную по вер х ность (P. fluorescens C2), обес пе чи вая
пер вич ное нес пе ци фи чес кое вза и мо дей с т вие клет -
ки и по вер х нос ти, за ко то рым сле ду ет ини ци а ция
об ра зо ва ния би оп лен ки. Так как бак те ри аль ные
клет ки име ют раз лич ные струк ту ры гид ро филь -
ной и гид ро фоб ной при ро ды, та ким об ра зом обес -
пе чи ва ет ся оп ти маль ное вза и мо дей с т вие меж ду ге -
те ро ген ной по вер х нос тью бак те ри аль ной клет ки
и но си те лем [27].

Из вес т но, что тран с фор ма ция нит ри лов с
об ра зо ва ни ем со от вет с т ву ю щих кис лот мо жет
про те кать как по од но э тап но му нит ри лаз но му
пути, так и в две ста дии, вклю ча ю щие гид ра та -
цию до ами дов нит рил гид ра та зой и пос ле ду ю -
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Рис. 1. Ди на ми ка рос та би оп ле нок Rh. ruber gt1 (1) и
P. fluorescens C2 (2), оце нен ная на ос но ва нии: a — из ме ре ния 
ОП эк с тра ги ро ван но го кра си те ля крис тал ли чес ко го фи о ле то -
во го; б — об ще го со дер жа ния АТР



щий гид ро лиз ами да зой до кар бо но вой кис ло ты
[10]. Не все штам мы име ют оди на ко во ак тив ные
нит рил гид ра та зу и ами да зу, так как нит рил гид ро -
ли зу ю щие бак те рии би о тех но ло ги чес ко го зна че -
ния не ред ко бы ва ют се лек ци о ни ро ва ны в нап рав -
ле нии уве ли че ния либо нит рил гид ра таз ной, ли бо
ами даз ной ак тив нос ти. В дан ном слу чае было бы 
це ле со об раз но соз да ние ге те ро ген но го би о ка та -
ли за то ра для тран с фор ма ции нит ри лов в со от вет -
с т ву ю щие кар бо но вые кис ло ты на ос но ве нес -
коль ких штам мов, один из ко то рых об ла да ет вы -
со кой нит рил гид ра таз ной, а дру гой — вы ра жен -
ной ами даз ной ак тив нос тью [28]. На и бо лее эко -
но мич ным в дан ном слу чае пред с тав ля ет ся их
сов мес т ное ге те ро фаз ное куль ти ви ро ва ние в при -
сут с т вии но си те ля с целью по лу че ния сме шан -
ной би оп лен ки этих штам мов. Эта воз мож ность
была изу че на при сов мес т ном куль ти ви ро ва нии
в при сут с т вии уг ле род но го во лок нис то го ма те ри -
а ла Кар бо по на и по ли э ти ле на двух штам мов ро -
до кок ков, один из ко то рых об ла дал вы со кой нит -
рил гид ра таз ной ак тив нос тью без про яв ле ния
ами даз ной ак тив нос ти (Rh. ruber gt1), дру гой —
вы ра жен ной ами даз ной ак тив нос тью (Rh. erythro -
polis 11-2). Во вто ром ва ри ан те штамм, про яв ля ю -
щий ами даз ную ак тив ность, был гра мот ри ца тель -
ным (A. faecalis 2).

При рос те сме шан ной куль ту ры Rh. erythro -
polis 11-2 и Rh. ruber gt1 пер вый об ра зо вал в 5 раз
мень ше ко ло ний при по се ве из план к то на (1,7  108

про тив 9,1  108 КОЕ/мл). Для оп ре де ле ния би о ка -
та ли ти чес кой спо соб нос ти би оп ле нок была про ве -
де на 48-часовая тран с фор ма ция 1,3 М рас т во ра ак -
ри ло нит ри ла (рис. 5, а, б).

Из дан ных рис. 5 вид но, что сме шан ные
би о п лен ки, сос то я щие из штам мов с вы со кой
нит рил гид ра таз ной и вы ра жен ной ами даз ной ак -
тив нос тью, ока за лись не дос та точ но эф фек тив ны 
в ре ак ции гид ролиза нит ри лов до кар бо но вых
кис лот. Этот вы вод ве рен для сме сей из пред с та -
ви те лей как од но го, так и раз ных ви дов бак те рий, 
от ли ча ю щих ся пред поч те ни я ми по пи та тель но -
му суб с т ра ту. Воз мож но, что при чи ной этой не эф -
фек тив нос ти в пер вом слу чае яв ля ет ся кон ку рен -
ция за суб с т рат, а во вто ром  бо лее низ кая ад ге -
зия кле ток од но го из штам мов на изу чен ных но -
си те лях.

В дан ном слу чае би оп лен ки были об ра зо ва -
ны в ос нов ном штам мом Rh. ruber gt1, ко то рый
осу щес т в лял тран с фор ма цию НАК до ак ри ла ми -
да, при чем об ра зо ва ние ак ри ла ми да прик реп лен -
ны ми и план к тон ны ми клет ка ми в сум ме дос то -
вер но пре вы ша ло его об ра зо ва ние кон т роль ной
сус пен зи ей, вы ра щен ной без но си те ля. Про дук -
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Рис. 2. Об ра зо ва ние ак ри ла ми да (а) и ни ко ти на ми да (б)
би оп лен ка ми и план к тон ны ми клет ка ми Rh. ruber gt1 в ре ак -
ции тран с фор ма ции ак ри ло нит ри ла и 3-цианопиридина, со от -
вет с т вен но. Кон т роль — план к тон ная куль ту ра

Рис. 3. Об ра зо ва ние ак ри ло вой (а) и ни ко ти но вой (б)
кис ло ты би оп лен ка ми и план к тон ны ми клет ка ми P. fluo -
rescens C2 в ре ак ции тран с фор ма ции ак ри ло нит ри ла и
3-цианопиридина, со от вет с т вен но. Кон т роль — план к тон ная 
куль ту ра



тив ность Rh. erythropolis 11-2 при ге те ро фаз ном
куль ти ви ро ва нии была зна чи тель но ниже, чем
при куль ти ви ро ва нии в сус пен зии без но си те лей,
о чем мож но су дить по об ра зо ва нию ак ри ло вой
кис ло ты из ак ри ла ми да. Та ким об ра зом, фор ми ро -
ва ние би оп ле нок сме шан ны ми куль ту ра ми од но го 
рода бак те рий в дан ном слу чае про ис хо ди ло с пре -
об ла да ни ем од но го вида над дру гим, а имен но,
Rh. ruber gt1 над Rh. erythropolis 11-2.

Во вто ром ва ри ан те сме шан ная сус пен зия
со дер жа ла 1,1  1011 КОЕ/мл Rh. ruber gt1 и 8,6 
1011 КОЕ/мл A. faecalis 2. Бо лее ин тен сив ный рост 
Rh. ruber gt1, от ли ча ю щий ся на два по ряд ка от та -
ко во го в при сут с т вии Rh. erythropolis 11-2, ве ро ят -
но, свя зан с ис поль зо ва ни ем раз ных ис точ ни ков
уг ле ро да при рос те сов мес т но с A. faecalis 2, не
пот реб ля ю ще го глю ко зу в ка чес т ве ис точ ни ка пи -
та ния. От сут с т вие кон ку рен ции за ис точ ни ки пи -
та ния при во дит к ин тен сив но му рос ту и вто ро го
штам ма — A. faecalis 2. Сме шан ные би оп лен ки,
об ра зо ван ные Rh. ruber gt1 и A. faecalis 2 на Кар бо -
по не, были ви зу а ли зо ва ны в ска ни ру ю щем элек т -
рон ном мик рос ко пе (рис. 6, а, б). Би оп лен ки на уг -
ле род ном во лок не за пол ня ли меж во ло кон ное
прос т ран с т во, а на круп ном пла не были за мет ны
тяжи (см. рис. 6, б, 4) по ли мер но го ве щес т ва меж -
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Рис. 4. Ви зу а ли за ция би оп ле нок Rh. ruber gt1 (а) и P. fluorescens C2 (б), а так же кле ток сме шан ных би оп ле нок Rh. ruber
gt1 / A. faecalis 2 (в) и Rh. erythropolis 11-2 / Rh. ruber gt1 (г). а и б — би оп лен ки, вы ра щен ные на по ли э ти ле не; в и г — би оп лен ки, вы -
ра щен ные на по ли э ти ле не, были об ра бо та ны УЗ, клет ки по се я ны на агар LB и изу че ны под мик рос ко пом с фа зо вым кон т рас том

Рис. 5. Тран с фор ма ция ак ри ло нит ри ла до ак ри ла ми -
да (а) и ак ри ло вой кис ло ты (б) сме шан ны ми би оп лен ка ми
Rh. erythropolis 11-2 и Rh. ruber gt1 в те че ние 48 ч. Кон т роль
— сме шан ная план к тон ная куль ту ра



ду клет ка ми и во лок ном. V-образно де ля щи е ся
клет ки с вы со кой до лей ве ро ят нос ти мо гут яв лять -
ся ро до кок ка ми, тог да как па лоч ки мень ше го раз -
ме ра — бак те ри я ми Alcaligenes sp. (см. рис. 6, б).
При по се ве на сре ду LB кле ток сме шан ной би оп -
лен ки ме то дом све то вой фа зо во- кон т рас т ной мик -
рос ко пии по ка за но при сут с т вие мел ких ко рот ких
па ло чек и уд ли нен ных кле ток, бо лее чем в 10 раз
пре вы ша ю щих раз ме ры боль шин с т ва бак те рий
(см. рис. 4, в). В пре па ра те же, по лу чен ном из вы -
ра щен ных на ага ри зо ван ной сре де LB кле ток сме -
шан ной би оп лен ки Rh. ruber gt1 и Rh. erythropolis
11-2, от ме че но при сут с т вие V-образно де ля щих ся
кле ток раз но го ди а мет ра, ха рак тер ных для ро до -
кок ков (см. рис. 4, г).

Про ве де на 48-часовая тран с фор ма ция 200 мМ
рас т во ра 3-цианопиридина клет ка ми план к то на и
би оп лен ки. По ка за но, что за 48 ч тран с фор ма ции
3-цианопиридина кон т роль ной сус пен зи ей весь
об ра зо вав ший ся ни ко ти на мид тран с фор ми ру ет -
ся в ни ко ти но вую кис ло ту ами да зой A. faecalis 2,
тог да как би оп лен ки в ос нов ном об ра зу ют ни ко -
ти на мид, и лишь ма лое его ко ли чес т во кон вер ти -
ру ет ся в ни ко ти но вую кис ло ту (рис. 7, а, б). Сле -
до ва тель но, нес мот ря на то, что при сов мес т ном
куль ти ви ро ва нии Rh. ruber gt1 и A. faecalis 2 в сус -
пен зии эти мик ро ор га низ мы на рас та ют ин тен сив -
но, в би оп лен ке пре об ла да ют клет ки Rh. ruber
gt1, о чем мож но су дить по эф фек тив ной тран с -
фор ма ции ци а но пи ри ди на с об ра зо ва ни ем толь -
ко ни ко ти на ми да, а не ни ко ти но вой кис ло ты. Воз -
мож но, это свя за но с луч шей ад ге зи ей кле ток ро -
до кок ков на во лок нис том уг ле род ном ма те ри а ле
и по ли э ти ле не.

Вли я ние токсич ных суб ст ра тов и про дук тов
гид ро ли за ни три лов на план к тон ные клет ки
и био плен ки Rh. ru ber gt1 и P. flu o res cens C2

Изу че но вли я ние ак ри ло нит ри ла (НАК), ак -
ри ла ми да (АА) и ак ри ло вой кис ло ты (АК) на клет -
ки че ты рех су точ ной куль ту ры Rh. ruber gt1 и P. fluo -
rescens C2, на хо дя щи е ся в сус пен зии и в би оп лен -
ке. По ка за но, что при 20-минутном воз дей с т вии
1,7 М рас т во ра АА на план к тон ные клет ки Rh. ru -
ber gt1 со дер жа ние АТР в клет ках сни жа ет ся бо -
лее, чем напо ло ви ну по срав не нию с кон т ро лем,
тог да как кон цен т ра ция АТР в клет ках би оп лен ки
от но си тель но кон т ро ля дос то вер но воз рас та ет
(рис. 8, а). Вве де ние рас т во ра НАК в кон цен т ра -
ции 1,3 М не при во дит к дос то вер но му сни же нию
со дер жа ния АТР в клет ках план к то на, тог да как в
клет ках би оп лен ки оно зна чи тель но воз рас та ет
(бо лее чем в 2 раза) по срав не нию с кон т ро лем.
При этом титр кле ток план к то на Rh. ruber сни жа ет -
ся при воз дей с т вии НАК и АА с (1,60 ± 0,19)  109

до  (8,34 ± 3,27)  108 и (3,89 ± 0,20)  108  КОЕ/мл,
со от вет с т вен но. Воз дей с т вие ток сич ных ве ществ
на клет ки би оп лен ки Rh. ruber gt1 так же при во дит 
к сни же нию ко ли чес т ва куль ти ви ру е мых кле ток
— с (7,50 ± 0,30)  109 до (1,24 ± 0,19)  109 пос ле
воз дей с т вия НАК и до (0,89 ± 0,35)  108 КОЕ/мл
пос ле воз дей с т вия АА. В этом слу чае рас хож де -
ние дан ных, по лу чен ных АТ Р -мет ри ей и ме то дом
КОЕ, мож но объ яс нить стрес со вым сос то я ни ем
кле ток, вы ра жа ю щим ся в ра зоб ще нии энер ге ти -
чес ко го и кон с т рук тив но го об ме на, в ре зуль та те
ко то ро го про ис хо дит на коп ле ние АТР в клет ке [29].
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Рис. 6. Ви зу а ли за ция сме шан ных би оп ле нок Rh. ruber gt1 и A. faecalis 2, вы ра щен ных на Кар бо по не, в элек т рон ном ска -
ни ру ю щем мик рос ко пе: а — об щий вид; б — от дель ные клет ки; 1 — уг ле род ное во лок но; 2 — би оп лен ка; 3 — бак те ри аль ные
клет ки; 4 — тяжи по ли мер но го ве щес т ва



Од нов ре мен но с воз дей с т ви ем НАК на клет ки про -
ис хо дит его гид ро лиз, соп ро вож да ю щий ся на коп -
ле ни ем АА; та ким об ра зом, это воз дей с т вие яв ля -
ет ся мно го фак тор ным, вклю ча ю щим эф фект ток -
сич но го суб с т ра та и про дук та.

При воз дей с т вии 1,3 М рас т во ра АК на
клет ки P. fluorescens C2 про ис хо дит рез кое па де -
ние кон цен т ра ции АТР как в клет ках план к то на,
так и в би оп лен ке, что, ве ро ят но, свя за но не толь -
ко с ток сич нос тью это го со е ди не ния, но и со сни -
же ни ем рН сре ды, ко то рое при во дит к ги бе ли кле -
ток (см. рис. 8, б). НАК в кон цен т ра ции 1,3 М при -
во дит к 50%-му сни же нию со дер жа ния АТР в
план к тон ных клет ках, тог да как в клет ках би оп -
лен ки оно не из ме ня ет ся по срав не нию с кон т ро -
лем. При оцен ке жиз нес по соб нос ти ме то дом
КОЕ были под т вер ж де ны дан ные АТ Р -мет рии:
сни же ние ко ли чес т ва жиз нес по соб ных кле ток
при воз дей с т вии НАК в план к то не P. fluorescens
C2 сос та ви ло (3,37±0,53)  107 КОЕ/мл про тив
(2,78±0,83)  108 КОЕ/мл в кон т ро ле. Титр кле ток
би оп лен ки не сни зил ся: пос ле воз дей с т вия НАК
чис ло КОЕ/мл сос тав ля ло (2,44±1,09)  109 про тив 

(2,48±0,35)  109 в кон т ро ле. Пос ле воз дей с т вия
АК ни план к тон, ни би оп лен ка при вы се ве ко ло -
ний не об ра зо вы ва ли.

Для ка чес т вен ной оцен ки жиз нес по соб нос -
ти клет ок би оп ле нок, вы ра щен ных на пред мет ном
стек ле, и сус пен зии нит рил гид ро ли зу ю щих бак те -
рий ок ра ши ва ли кра си те лем LIVE/DEAD® пос ле
воз дей с т вия ток сич ных суб с т ра тов и про дук тов
тран с фор ма ции нит ри лов и ви зу а ли зо ва ли в све то -
вом мик рос ко пе с флю о рес цен ци ей (рис. 9, 10).
На ос но ва нии это го ме то да мож но зак лю чить, что
воз дей с т вие ак ри ла ми да на план к тон ные клет ки
Rh. ruber gt1 не при во ди ло к по те ре жиз нес по соб -
нос ти, так как не наб лю да лось кле ток с пов реж -
ден ной мем б ра ной, ок ра шен ных в крас ный цвет
(см. рис. 9). Сле ду ет от ме тить, что че ты рех су точ -
ная сус пен зия P. fluorescens C2 уже со дер жа ла зна -
чи тель ное ко ли чес т во не жиз нес по соб ных кле ток
(см. рис. 10, а), что, ско рее все го, свя за но с осо бен -
нос тя ми рос та дан но го мик ро ор га низ ма. Воз дей с -
т вие 1,3 М рас т во ра НАК на куль ту ру P. fluo -
rescens при во ди ло к пол ной по те ре жиз нес по соб -
нос ти и ли зи су час ти кле ток сус пен зии, что сле ду -
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Рис. 7. Тран с фор ма ция 3-цианопиридина до ни ко ти -
на ми да (а) и ни ко ти но вой кис ло ты (б) сме шан ны ми би оп лен -
ка ми Rh. ruber gt1 и A. faecalis 2

Рис. 8. Вли я ние вне се ния ток сич ных суб с т ра тов и
про дук тов гид ро ли за нит ри лов на план к тон ные и прик реп -
лен ные клет ки Rh. ruber gt1 (а) и P. fluorescens C2 (б): 1 — кон -
т роль; 2 — ак ри ла мид (а) / ак ри ло вая кис ло та (б); 3 — ак ри ло -
нит рил; вре мя кон так та с ток си ном 20 мин



ет из наб лю да е мой кар ти ны при ок рас ке флю о рес -
цен т ной мет кой. В то же вре мя, клет ки би оп лен ки
ос та ют ся прак ти чес ки пол нос тью жиз нес по соб -
ны ми, что кор ре ли ру ет с дан ны ми АТ Р -мет рии
(см. рис. 10).

Воз дей с т вие АК, свя зан ное не толь ко с вы -
со кой ток сич нос тью это го со е ди не ния, но и со сни -
же ни ем рН сре ды до низ ких зна че ний, при во дит к
ли зи су боль шей час ти кле ток сус пен зии, а от дель -
ные клет ки, сох ра нив шие чет кие очер та ния, судя
по ок рас ке, име ют на ру шен ную мем б ра ну (см.
рис. 10). Клет ки би оп лен ки, на о бо рот, в зна чи тель -
ной сте пе ни сох ра ня ют ся, но име ют про ме жу точ -

ную ок рас ку, что не дает воз мож нос ти де лать од -
ноз нач ные вы во ды об их по тен ци аль ной жиз нес -
по соб нос ти на ос но ва нии дан но го метода. Ре зуль -
та ты АТ Р -мет рии и по сев кле ток на ага ри зо ван -
ную сре ду LB пос ле воз дей с т вия АК го во рят о по -
те ре жиз не с по соб нос ти не толь ко сус пен ди ро ван -
ных кле ток, но и кле ток би оп лен ки.

По лу чен ные дан ные еще раз под т вер ж да ют, 
что фи зи о ло ги чес кое сос то я ние кле ток би оп ле -
нок су щес т вен но от ли ча ет ся от сос то я ния план к -
то на. Би оп лен ки как Rh. ruber gt1, так и P. fluo res -
cens C2 ока за лись бо лее ус той чи вы к воз дей с т вию 
вы со ких кон цен т ра ций ток сич ных суб с т ра тов и
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Рис. 9. Оцен ка жиз нес по соб нос ти план к тон ных кле ток (а, в, д) и кле ток би оп ле нок (б, г, е) Rh. ruber gt1 с по мощью флю -
о рес ци ру ю щей мет ки LIVE/DEAD® (зе ле ное ок ра ши ва ние — жиз нес по соб ные клет ки с не пов реж ден ной мем б ра ной, крас ное
ок ра ши ва ние — не жиз нес по соб ные клет ки с пов реж ден ной мем б ра ной): а, б — кон т роль; в, г — воз дей с т вие ак ри ла ми да; д, е —
воз дей с т вие ак ри ло нит ри ла



про дук тов, об ла дая боль ши ми адап тив ны ми спо -
соб нос тя ми, чем план к тон ные клет ки.

Та ким об ра зом, об ра зо ван ные в про цес се
куль ти ви ро ва ния в при сут с т вии но си те ля би оп лен -
ки нит рил гид ро ли зу ю щих бак те рий мо гут слу -
жить ге те ро ген ным би о ка та ли за то ром гид ро ли за
нит ри лов, при чем мо ноп лен ки яв ля ют ся пред поч -
ти тель ны ми для это го про цес са по срав не нию со
сме шан ны ми би оп лен ка ми. Изу че ние ди на ми ки
рос та би оп ле нок как с ис поль зо ва ни ем ок рас ки кле -
ток крис тал ли чес ким фи о ле то вым, так и пу тем ана -
ли за об ще го со дер жа ния АТР поз во ля ет выб рать
оп ти маль ные ус ло вия куль ти ви ро ва ния для по лу че -
ния на и бо лее мас сив ной и жиз нес по соб ной би о -

п лен ки. По ка за на ус той чи вость би оп ле нок Rh. ru -
ber gt1 и P. fluorescens C2 к воз дей с т вию ток сич ных 
суб с т ра тов и про дук тов гид ро ли за нит ри лов.

Ав то ры вы ра жа ют бла го дар ность сот руд ни -
ку де мон с т ра ци он но- ме то ди чес ко го цен т ра TESCAN
(Сан к т - Пе тер бург) канд. физ.-мат. наук М.В. Лу ка -
шо вой за по мощь в элек т рон но- мик рос ко пи чес -
ком ана ли зе об раз цов.

Ра бо та вы пол не на в рам ках Го су дар с т вен но -
го за да ния на на уч но -ис с ле до ва тель с кую ра бо ту
№ 6.2635.2014/K.

По лу че но 11.09.15
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Рис. 10. Оцен ка жиз нес по соб нос ти план к тон ных кле ток (а, в, д) и би оп ле нок (б, г, е) P. fluorescens C2 с по мощью флю о -
рес ци ру ю щей мет ки LIVE/DEAD: а, б — кон т роль; в, г — воз дей с т вие ак ри ло вой кис ло ты; д, е — воз дей с т вие ак ри ло нит ри ла
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Bi o  fi lms of Nit  r i  le-Hyd ro ly z ing Bac te -
ria :  Dy na mics  of Growth,  Re s is tan ce to To -
xic  Sub s  tan  ces and Bi o tec h no lo gi  cal  Po ten -
t i  al

Mo no- and mi xed bac te ri al bi o films have been ob ta i ned
du ring the Rho do coc cus ru ber gt1, Pse u do mo nas flu o res cens C2, 

Al ca li ge nes fa e ca lis 2, and Rh. eryt h ro po lis 11-2 growth in the
pre sen ce of car ri ers. The tran s for ma ti on of alip ha tic and aro ma tic
nit ri les by the bi o film of nit ri le-hyd ro ly zing bac te ria, as well as
the growth dy na mics of Rh. ru ber gt1 and P. flu o res cens C2 bi o -
films and the ir re sis tan ce to to xic sub s t ra tes and pro ducts of the
nit ri le hyd ro ly sis were stu di ed. It was shown that P. flu o res cens
C2 bi o film mass and to tal ATP con tent re ac hed a peak af ter a day
of growth, whe re as the same for Rh. ru ber gt1 was ob ser ved af ter
3—4 days of cul tu ring. The bi o films of Rh. ru ber gt1 and P. flu o -
res cens C2 were shown to be more re sis tant to the ef fects of high
con cen t ra ti ons of ac ry la mi de and ac ry lo nit ri le and to have gre a ter 
adap ti ve ca pa ci ty than plan k to nic cells.

Key words: ami da se, bi o film, nit ri la se, nit ri le-hyd ro ly -
zing bac te ria, nit ri le hyd ra ta se.

Биотехнология, 2015, № 4 51

БИ ОП ЛЕН КИ НИТ РИЛ ГИД РО ЛИ ЗУ Ю ЩИХ БАК ТЕ РИЙ: ДИ НА МИ КА РОС ТА

                                         

Author for correspondence.


