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Оптимизация условий иммобилизации микробных клеток
при создании биопрепаратов для биодеградации углеводородов
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Для нефтеокисляющей актинобактерии Rhodococcus erythropolis F1 (ВКМ Ac-2271) методом полного факторного 
эксперимента исследована эффективность адсорбционной иммобилизации на поверхности сорбента нефтепродуктов 
в зависимости от рН среды иммобилизации, концентрации Al3+, продолжительности контакта суспензии клеток 
и носителя. Экспериментально доказана толерантность ростовой и углеводородокисляющей активности родококков  
к выбранным факторам в используемых диапазонах значений. Определены условия иммобилизации, обеспечиваю-
щие прирост доли адсорбционно иммобилизованных клеток R. erythropolis F1 с 34,0 до 69,7%. Условия обеспечивали 
прирост адгезии пяти штаммов актинобактерий с варьированием показателя гидрофобности от 10 (Rhodococcus sp. 
J12) до 88% (Rhodococcus sp. J8). Моделирование биодеградации нефти в морской и пресной воде с использованием 
иммобилизованных клеток R. erythropolis F1 показало большую эффективность снижения концентрации углеводо-
родов по сравнению с клетками и носителем (сорбентом нефтепродуктов), вносимыми по отдельности.
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The dependence of the efficiency of adsorption on the oil sorbent surface on the pH of the immobilization medium, 
Al3+ concentration and the duration of contact of the suspension of cells with carrier, was investigated for oil-oxidizing 
actinobacteria Rhodococcus erythropolis F1 (ВКМ Ac-2271) by the full factorial experiment method. Tolerance of 
growth and hydrocarbon-oxidizing activity of rhodococci to selected experimental factors in the used ranges of values 
was experimentally proved. The optimized conditions of immobilization providing the increase of R. erythropolis F1 
immobilized cells proportion from 34.0 to 69.7% are obtained. A similar increase was also found for five different 
strains of genera Rhodococcus and Gordonia, significantly distinguishing in terms of cell surface hydrophobicity 
(hydrophobicity index vary from 10% in the case of Rhodococcus sp. J12 up to 88% in case of Rhodococcus sp. J8). 
Modeling of biodegradation of crude oil in sea and freshwater conditions using immobilized R. erythropolis F1 cells 
has shown greater hydrocarbon concentration reduction efficiency in comparison with free non-immobilised cells and 
empty carrier, applied separately.
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Образующиеся в ходе обращения с не-
фтепродуктами (НП) отходы относятся, как 
правило, к III либо IV классам опасности.  
В зависимости от состава углеводородов, ис-
пользуют разные подходы к обезвреживанию. 
Значительная часть отходов, отличающихся 
относительно невысоким содержанием НП, 
обезвреживается биологическим способом, 
одним из преимуществ которого является 
оптимизированная логистика обращения 
с опасными отходами, минимизирующая 
объёмы транспортировки как самих отходов 
(возможность работы in situ), так и средств 
работы с ними [1, 2]. Используемые препараты 
обеспечивают реализацию катаболического 
потенциала микроорганизмов-деструкторов 
[3, 4]. Актинобактерии, в том числе родококки, 
активно используются в экологической био-
технологии [5–7]. Первое поколение биопре-
паратов представляло собой жидкие микроб-
ные культуры – водный раствор, содержащий 
клетки и остатки среды культивирования. 
Данная форма наиболее дёшева в производ-
стве, однако характеризуется относительно 
малым сроком хранения и увеличенными 
транспортными издержками из-за большого 
содержания воды. Частично эти недостатки 
решаются сгущением биомассы в препаратах 
в форме пасты. Наибольшая концентрация 
биологического агента с наибольшим сроком 
хранения достигается в сухих биопрепаратах. 
Однако они представляют собой свободные 
клетки, подверженные конвективному пере-
носу из зоны биоремедиации, как было экс-
периментально доказано ранее [8], а также 
имеющие другие недостатки, снижающие их 
эффективность. Известно, что иммобилизо-
ванные на различных поверхностях микроб-
ные клетки формируют биоплёнки и являются 
важнейшей формой существования бактерий 
как в природных, так и в искусственных 
микробиоценозах [9], аналогично микроми-
цетам, рост распространением гиф позволяет 
им проникать в почвенные поры и расти, 
пока есть доступные источники питания [10]. 
Клетки микроорганизмов-биодеструкторов 
могут быть иммобилизованы на специально 
подготовленном носителе, обеспечивающем 
пространственное закрепление в зоне биоре-
медиации, оптимальное минеральное питание 
и сорбцию НП из окружающих отходов. Эти 
факторы обеспечивают преимущество в эф-
фективности иммобилизованных клеток по 
сравнению со свободными, в особенности на 
песчаных грунтах [8]. Внесение иммобилизо-
ванных клеток упрощено по сравнению со вне-

сением клеточных суспензий и возможно без 
привлечения сложных технических средств.

При создании иммобилизованных био-
препаратов эффективность адгезии клеток 
на поверхности носителя обеспечивает зна-
чительную часть преимуществ. Оптимизация 
процесса основывается на использовании 
общих принципов адсорбционной иммобили-
зации микробных клеток [11, 12]. Использова-
ние актинобактерий, в частности, родококков, 
продиктовано их большой деструкционной 
эффективностью в различных условиях, в том 
числе, в морской среде [13, 14].

Целью работы является оптимизация 
условий адсорбционной иммобилизации 
нефтеокисляющих бактерий из клеточной 
суспензии на сорбент, для получения иммо-
билизованного биопрепарата. Оптимизация 
необходима для исключения стадии сгущения 
клеточной биомассы после глубинного куль-
тивирования. В качестве факторов были вы-
браны время экспонирования, как ключевой 
технологический параметр, определяющий 
себестоимость, а также легко обеспечиваемое 
в производственных условиях изменение рН 
в кислую сторону и внесение катионов алю-
миния, для которых известно положительное 
влияние на адгезию микроорганизмов [11].

Объекты и методы исследования

В работе использовали актинобактерии 
родов Rhodococcus и Gordonia из коллекции 
кафедры генетики, микробиологии и био-
технологии Кубанского государственного 
университета, способные с разной степенью 
эффективности утилизировать различные НП, 
а также ряд индивидуальных углеводородов.  
В качестве носителя клеток был взят сорбент 
НП «Эколан», представляющий собой терми-
чески обработанные древесные опилки.

Для определения адгезии клеток носитель 
«Эколан» экспонировали в суспензии отмытых 
фосфатным буфером (рН 4,8–8,0) микробных 
клеток на протяжении от 1 до 47 ч, после чего 
носитель с иммобилизованными клетками 
отделяли фильтрованием через мелкую сет-
ку с диаметром ячей около 0,1 мм, и грави-
метрически определяли процентную долю 
убыли концентрации биомассы в фильтрате 
по сравнению с концентрацией до контакта  
с носителем.

Для измерения показателя гидрофобности 
использовали модифицированную методику 
[15]: суспензию отмытых клеток с известной 
оптической плотностью смешивали в течение 
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15 мин с хлороформом в соотношении 4:1  
в пробирке объёмом 10 мл при 150 об./мин  
в горизонтальном положении, после часового 
экспонирования в неподвижном состоянии 
в вертикальном положении измеряли опти-
ческую плотность водной фазы. Показатель 
гидрофобности определяли по формуле (1):

ПГ = 100 – [ОП
1
 · 100/ОП

0
],                   (1)

где ПГ – показатель гидрофобности 
(%), ОП

0
 – исходная оптическая плотность 

суспензии клеток, ОП
1
 – оптическая плот-

ность суспензии после смешивания с хло-
роформом.

Для определения пределов толерантности 
родококков к пониженным значениям рН и 
высоким концентрациям Al3+ отмытые клетки 
ресуспендировали в фосфатных буферах с за-
данными значениями рН и концентрациями 
Al3+. После двухсуточного экспонирования 
при комнатной температуре в статических 
условиях, высевом по Коху проверяли количе-
ство жизнеспособных клеток. Выживаемость 
определяли как процентную долю от количе-
ства клеток в контроле, где клетки инкубиро-
вали в буфере при рН 7,2.

Для проверки влияния повышенных 
концентраций Al3+ и пониженных значений 
рН на углеводородокисляющую активность, 
клетки, инкубированные в минеральной 
среде следующего состава (г/л) [16]: KNO

3
 – 4; 

Na
2
HPO

4
 · 12H

2
O – 1,4; KH

2
PO

4
 – 0,6; 

MgSO
4
 · 7H

2
O – 0,8 в присутствии различных 

концентраций Al3+, либо клетки, инкубиро-
ванные в фосфатных буферах, с различными 
значениями рН отмывали дважды минераль-
ной основой среды. После внесения гексаде-
кана и трёх суток культивирования в колбах 
на качалках измеряли количество остаточ-
ных углеводородов, определяли степень их 
деструкции.

Для оптимизации условий адгезии клеток 
использовали полный факторный экспери-
мент (ПФЭ) по схеме 23 [17], где в качестве 
факторов, варьирующих в двух уровнях, были 
выбраны рН среды, концентрация Al3+ и время 
контакта суспензии клеток с носителем. На 
основании значений функции отклика – от-
носительной адгезии клеток, методом [17] 
вычисляли коэффициенты регрессии, на 
основании которых, при линейных членах 
уравнения, проводили эксперимент по кру-
тому восхождению. 

Моделирование биодеградации нефти 
в морской и пресной природной воде осу-

ществляли в течение 2 месяцев в статических 
условиях в объёме 400 мл. Нефть вносили в ко- 
личестве 10,0 г, обеспечивающем формиро-
вание плёнки толщиной не менее 1 мм на 
поверхности воды в используемом сосуде. 
Клетки использовали в виде суспензии, либо 
иммобилизованные на сорбенте НП. В каче-
стве контроля вносили сорбент без клеток, 
либо дистиллированную воду. По окончании 
эксперимента в сосудах определяли убыль 
остаточных углеводородов.

Концентрацию НП определяли гравиме-
трическим методом. Экстракцию проводили 
гексаном. Деструкцию выражали как процент-
ную убыль углеводородов. Для визуализации 
иммобилизованных на поверхности носителя 
клеток использовали растровый электронный 
микроскоп РЭМ JSM-7500 F JEOL.

Эксперименты проводили в трёхкрат-
ной повторности, статистическую обработку 
проводили с использованием программно-
го обеспечения Microsoft Office Excel 2010  
и Statistica 2007. Рассчитывали показатели: 
среднее ± ошибка среднего (M±m) и произ-
водили оценку достоверности различий по 
t-критерию Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Для оптимизации условий адсорбционной 
иммобилизации микробных клеток использо-
вали штамм R. erythropolis F1 (ВКМ Ac-2271), 
который в исходных условиях иммобилизации 
обладал показателем адгезии к используемому 
носителю – 34,7%.

Факторами, влияние которых учитывали 
в ходе ПФЭ по схеме 23, служили: рН среды 
(х

1
) [18], концентрация катионов Al3+ (х

2
), 

связываемых микробной биомассой [19],  
и продолжительность инкубирования носителя 
в суспензии клеток (х

3
). Нулевые значения 

факторов, шаги варьирования, а также верх-
ние и нижние значения признаков приведены 
в таблице 1.

Интервал варьирования значений рН был 
выбран с учётом предварительно эксперимен-
тально определённых пределов толерантности 
данного штамма (табл. 2).

Выбор рабочей концентрации катионов 
алюминия вели с учётом возможного негатив-
ного действия высоких концентраций (270 мг/л  
и более) данных ионов. При этом, учитывали 
экспериментальные данные по влиянию кон-
центрации катионов алюминия на жизнеспо-
собность и деструкцию гексадекана штаммом 
R. erythropolis F1 (табл. 3). Известно, что 
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микробная биомасса, в том числе микроми-
цетов, является эффективным биосорбентом 
катионов металлов [20], при этом Al3+ наи-
менее токсичен.

Минимальная продолжительность иммо-
билизации, при которой происходило полное 
смачивание носителя, составляла 1 ч при ра-
боте шейкера 60 об./мин. Результаты ПФЭ 
23 – средние значения адгезии клеток, в за-
висимости от сочетания факторов (табл. 1)  
и соответствующих уровней их варьиро-
вания (верхний/нижний), приведены на 
рисунке 1.

Коэффициенты регрессии вычисляли по 
стандартному алгоритму [17]. Получено урав-
нение регрессии (2):

y = 26,37 – 8,64x
1
 – 7,08x

2
x

3
 +

+ 4,10x
1
x

2
x

3
 +4,03x

2
 + 2,95x

1
x

2
 – 1,73x

3
.
 
   (2)

Анализ коэффициентов регрессии при 
линейных членах уравнения позволяет су-
дить о положительном влиянии увеличения 
концентрации протонов и ионов Al3+ на пока-
затель адгезии клеток, а в случае увеличения 
продолжительности экспонирования – об 
отрицательном. При оптимальном в рамках 
данного факторного эксперимента сочетании 
факторов удалось достоверно увеличить про-
центную долю адгезировавшихся клеток с 34,8 
до 49,2% (рис. 1).

Вторая часть алгоритма оптимизации 
методом ПФЭ – эксперимент по крутому 
восхождению [17] был сведён до варьиро-
вания одного фактора – концентрации Al3+ 
по причине невозможности дальнейшего 
понижения рН ввиду снижения выживае-
мости и деструкционной активности клеток 
R. erythropolis F1 (табл. 2), а также по причи-

Таблица 1 / Table 1
Уровни факторов и шаги варьирования ПФЭ 23 для оптимизации условий адгезии клеток
Levels of factors and steps of variation of FFE 23 for optimization of cell adhesion conditions

Фактор
Factor

Уровни факторов / Levels of factors Шаги варьирования λ
Steps of variation λ– 0 +

x
1
 – pH (-lg[H+]) 5,40 6,70 8,00 1,30

x
2
 – [Al3+], мг/л / mg/L 2,7 14,85 27,00 12,15

x
3
 – время, ч / time, h 1,00 24,00 47,00 23,00

Таблица 2 / Table 2
Влияние рН на выживаемость и деструкционную активность R. erythropolis F1 

Effect of pH on the survival and destruction activity of R. erythropolis F1

рН Выживаемость клеток, %
Cell survival, %

Деструкционная активность, %
Destructive activity, %

4,8 67,3±2,9 57,9±2,9
5,4 81,8±3,2 68,0±1,7
6,0 83,1±2,9 72,7±2,0
6,6 90,4±4,1 77,6±1,5
7,2 99,1±2,0 86,8±3,1
8,0 89,5±3,7 74,3±4,5

6,7 (контроль / control) 100,0 92,2±3,8

Таблица 3 / Table 3
Влияние концентрации Al3+ на выживаемость и деструкционную активность R. erythropolis F1

Effect of Al3+ concentration on survival and destruction activity of R. erythropolis F1

[Al3+], мг/л
[Al3+], mg/L

Выживаемость клеток, %
Cell survival, %

Деструкционная активность, %
Destructive activity, %

2 98,7±4,1 83,5±3,5
4 98,1±5,4 84,4±3,4
8 96,5±5,8 80,1±2,3

16 95,9±5,1 83,8±3,4
32 93,1±4,1 79,9±2,6
64 92,9±4,9 81,4±1,5

128 91,9±2,3 76,2±2,9
0 (контроль / control) 100,0 92,2±3,8
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не отсутствия полного смачивания исполь-
зуемого гидрофобного сорбента суспензией 
клеток при экспонировании в жидкости ме-
нее одного часа. Начальной точкой был вы-
бран вариант сочетания условий № 3 (рН –  
5,4; [Al3+] – 27 мг/л, время экспонирова-
ния – 1 ч) из схемы ПФЭ 23 (рис. 1, табл. 1), 
показавший максимальный прирост по-
казателя адгезии. Единица варьирования λ 
для фактора [Al3+] была оставлена равной 
12,15 мг/л. Увеличивали концентрацию 
[Al3+] до значения 100 мг/л.

Зависимость адгезии клеток R. eryth�. eryth�eryth�
ropolis F1 от концентрации Al3+ показана 
на рисунке 2. Положительное влияние уве-
личения содержания катионов алюминия 
отмечается до значения 51,3 мг/л, после 
чего адгезия стабилизируется, оставаясь на 
уровне 70% при дальнейшем нарастании 
содержания Al3+ до 99,9 мг/л. Достоверные 
различия показателя адгезии для концен-
траций 39,15 и 51,30 мг/л позволяют считать 
значение фактора, равное 51,3 мг/л, опти-
мальным в данных условиях. 

Рис. 2. Доля адгезированных клеток в зависимости от концентрации Al3+ в среде
Fig. 2. Percentage of adherent cells depending on Al3+ concentration in media
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Рис. 1. Влияние сочетаний условий иммобилизации на адгезию клеток
Fig. 1. Effect of combinations of immobilization conditions on cell adhesion
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Таким образом, оптимальными условиями 
для адсорбционной иммобилизации клеток 
R. erythropolis F1 на носитель «Эколан» яв-
ляются pH 5,4, концентрация Al3+, равная 
51,3 мг/л, и продолжительность экспони-
рования 1 ч. В случае оптимизированных 
условий имеет место адсорбция 69,7% клеток 
из 50 мл суспензии с оптической плотностью 
0,6 условных единиц на 2 г носителя. Для 
исходных неоптимизированных условий ад-
сорбция составляла 34,7%. 

Эффективность применения оптимизи-
рованных для R. erythropolis F1 условий ад-1 условий ад-
сорбционной иммобилизации проверяли на 
выборке штаммов нефтеокисляющих актино-
бактерий с разными показателями гидрофоб-
ности клеток. Это было связано с известной 
ключевой ролью первичного гидрофобного 
взаимодействия в системе «поверхность но-
сителя – поверхность клетки» [11, 21, 22]. 
Штамм R. erythropolis F1 обладал показателем 
гидрофобности (ПГ) 24%. Известно, что ПГ 
родококков сильно влияет на их адгезию [23]. 
Были взяты следующие штаммы с разными 
показателями гидрофобности: Rhodococcus 

sp. J12 – 10%, Gordonia sp. Z4 – 29%, Rhodo�
coccus sp. B4 – 43%, Gordonia sp. Z3 – 71%, 
Rhodococcus sp. J8 – 88%.

Для всех пяти штаммов было обнаружено 
увеличение адгезии клеток в оптимизиро-
ванных условиях по сравнению с контролем 
(рис. 3). 

Оптимизированные условия – пониженное 
значение рН (5,4), а также присутствие ионов 
Al3+ (в форме хелатообразующих соединений) 
достоверно увеличивали адгезию клеток всех 
исследованных штаммов к используемому но-
сителю «Эколан». При этом, величина адгезии 
исследованных культур, варьируя в зависи-
мости от штамма, была связана с показателем 
гидрофобности. 

Оптимизированные условия адгезии обе-
спечивают формирование однослойной био-
плёнки родококков на поверхности сорбента –  
термически обработанных древесных опи-
лок (рис. 4). Таким образом, обеспечивается 
достаточно полное заполнение имеющихся 
сайтов адгезии на данном носителе. Видно, 
что распределение иммобилизованных клеток 
носит очаговый характер, что говорит о роли, 

Рис. 3. Адгезия нефтеокисляющих актинобактерий с различными показателями
 гидрофобности клеток в зависимости от условий иммобилизации

Fig. 3. Adhesion of oil-oxidizing actinobacteria with different cell 
hydrophobicity levels depending on immobilization conditions
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по-видимому, гидрофобного взаимодействия 
между клетками, а также между клетками и 
носителем.

Для сравнения эффективности иммоби-
лизованных оптимизированным способом 
клеток, свободных клеток и чистого сорбента, 
в лабораторных условиях моделировали био-
деградацию нефтяного загрязнения морской 
и пресной воды.

Внесение сорбента как с клетками, так и 
без них, обеспечило частичное разрушение неф- 
тяной плёнки на поверхности морской воды 
сразу после её обработки. Однако в случае 
сорбента без клеток после двух месяцев инку-
бации в статических условиях, достоверно от-
личающейся от контроля, убыли НП отмечено 
не было (рис. 5).

В случае морской воды, иммобилизован-
ные клетки обеспечили деструкцию 38,8% 
нефти, что достоверно (p < 0,05) превышало 
показатель деструкции для свободных клеток –  

24,1%. Аналогичная картина имела место в слу-
чае пресной воды, процент убыли углеводоро-
дов достигал 42,3%. Солёность воды достовер-
но не влияла на повышенную эффективность 
использования иммобилизованных клеток по 
сравнению со свободными.

Таким образом, для иммобилизованных 
в оптимизированных условиях и свободных 
клеток R. erythropolis F1 показана способность 
утилизировать плавающую на поверхности 
воды нефть. Отмечено преимущество иммоби-
лизованных клеток перед неиммобилизован-
ными при биоремедиации нефтезагрязнённой 
водной среды, отличающейся дефицитом био-
генных элементов, прежде всего азота и фосфо-
ра, который лимитирует биодеградацию [24].

Заключение

Экспериментально подтверждена воз-
можность использования катионов алюминия, 

Рис. 4. Клетки R. erythropolis F1 (указаны стрелками), иммобилизованные на поверхности сорбента 
нефтепродуктов в исходных (верхний ряд) и оптимизированных (нижний ряд) условиях

Fig. 4. R. erythropolis F1 cells (indicated by arrows), immobilized on the surface 
of the oil sorbent under initial (upper row) and optimized (lower row) conditions

ЭКОТОКСИКОЛОГИЯ
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Рис. 5. Деградация углеводородов нефти штаммом R. erythropolis F1 в водной среде 
Fig. 5. Degradation of black oil hydrocarbons by R. erythropolis F1 strain in aqueous conditions

а также снижения рН для усиления адсорб-
ционной иммобилизации прокариотических 
микроорганизмов на твёрдом носителе. Для 
актинобактерий родов Rhodococcus и Gordonia, 
адсорбируемых на сорбенте «Эколан», взятом 
в качестве носителя, определена оптимальная 
концентрация Al3+ в среде иммобилизации – 
51,3 мг/л, а также пониженное значение рН –  
5,4, обеспечивающие повышение адгезии в ис-
пользованных экспериментальных условиях 
при отсутствии ингибирования жизнеспо-
собности клеток, а также их деструкционной 
активности в отношении углеводородов.

Прирост адгезии в оптимизированных 
условиях зависит от показателя адгезии ми-
кроорганизмов, формирующих монослой на 
поверхности носителя «Эколан» и варьирует 
от 52 (Rhodococcus sp. B4) до 200% (Rhodococ�
cus sp. J8).

При утилизации сырой нефти в условиях 
морской и пресной водной среды иммобилизо-
ванные клетки R. erythropolis F1 имеют большую 
эффективность, деструкция составила 33,8  
и 42,3% соответственно по сравнению со сво-
бодными клетками, для которых деструкция 
составила 24,1 и 31,9%, а также сорбентом 
без клеток (5,3 и 6,8% соответственно). Таким 
образом, пространственное объединение угле-
водородного субстрата, клеток биодеструкторов, 
адсорбированных на поверхности «Эколана», 
содержащего остаточные количества биогенных 
элементов из среды иммобилизации, обеспечи-
вает преимущество иммобилизованной системы.
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