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СОПОСТАВИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ  
УЧАСТВУЮЩИХ В БИООБРАСТАНИИ АЭРОБНЫХ  

И АНАЭРОБНЫХ БАКТЕРИЙ ПОД ДЕЙСТВИЕМ БИОЦИДОВ 

В данной работе рассмотрена достаточно актуальная для современного мира проблема био-
обрастания, ее причины и способы решения. Один из наиболее распространенных подходов для 
решения поставленной проблемы – это введение в состав материалов объектов, подверженных 
разрушающему действию микроорганизмов, биоцидных добавок. Исследование антибактери-
альных свойств таких полимерных материалов осуществляли, используя разработанные в нашей 
лаборатории количественные методы, основанные на метаболических особенностях аэробных и 
анаэробных микроорганизмов, а также стандартизированные качественный и количественный 
методы. В качестве тест-культур взяли облигатно анаэробные сульфатредуцирующие бактерии, 
которые осуществляют единственный способ запасания энергии – сульфатное дыхание, и обли-
гатно аэробные бактерии Pseudomonas fluorescens. Экспериментальные данные позволили сде-
лать вывод, что применение количественных методов дает более объективную оценку бактерио-
стойкости биозащищенных материалов, чем качественных. Кроме того, в ряде случаев целесо-
образно использование именно количественных методов, основанных на метаболической актив-
ности микроорганизмов. Также на основании корреляции результатов двух разработанных мета-
болических методов было сделано предположение о сходной чувствительности к биоцидам 
аэробных и анаэробных бактерий. 

There have been considered a very vital problem of biofouling: it’s causes and modes of solution. 
One of the most spread approach to settle this problem is injection of the biocide additives. Researches 
of antibacterial properties of the polymeric materials with biocides were carried out using special meta-
bolic features of the aerobic and anaerobic microorganisms. As the test cultures in the study obligate 
anaerobic sulphate-reducing bacteria, which have a unique mode of the energy reserving is sulfate res-
piration, and obligate aerobic bacteria genus Pseudomonas were used. On the basis of the experimental 
facts was concluded that application of the quantitative methods is more objective than qualitative once. 
Moreover, in some cases the usage only metabolic methods can give an appropriate results. Besides the 
supposition about identical susceptibility to the biocides of the aerobic and anaerobic bacteria were 
made, because of the similar dates of the two metabolic qualitative methods. 

Введение. Биообрастание представляет со-
бой достаточно сложный процесс, который 
происходит при участии не какой-то одной оп-
ределенной группы микроорганизмов, а в ре-
зультате жизнедеятельности различных их 
групп, популяций [1]. Так, в аэробных условиях 
источником биообрастания сначала являются 
аэробные бактерии, которые образуют био-
пленки на поверхности объекта и создают мат-
рикс, облегчающий прикрепление и развитие 
других популяций микроорганизмов, в частно-
сти, анаэробных бактерий. Популяции анаэро-
бов используют органику, накопленную аэроб-
ными бактериями, в условиях исчерпания мо-
лекулярного кислорода и обычно завершают 
процессы биообрастания материалов. Накопле-
ние продуктов жизнедеятельности сложных 
ассоциаций, входящих в состав биообрастаний, 
или непосредственное участие микроорганиз-
мов в электрохимических реакциях на поверх-
ности субстрата приводит к биокоррозии – яв-
лению, обусловливающему огромные экономи-
ческие потери практически во всех отраслях 

промышленности: электроэнергетике (повреж-
дение бронированных кабелей связи), топлив-
ной, легкой, деревообрабатывающей промыш-
ленности, производстве строительных материа-
лов, металлообработке. Учтенные потери толь-
ко по 14 наиболее развитым странам Европы и 
Северной Америки достигают не менее 2% от 
стоимости произведенной совокупной продук-
ции, что составляет десятки миллиардов долла-
ров ежегодно [2]. 

Основными участниками аэробной биокор-
розии являются бактерии рода Pseudomonas, а 
80% анаэробных разрушений обусловливают 
сульфатредуцирующие бактерии [3]. 

Одним из способов решения данной про-
блемы является создание биозащищенных ма-
териалов, содержащих биоцидные вещества 
[4]. При этом важно иметь уверенность, что 
такие материалы в одинаковой мере устойчи-
вы к воздействию как аэробных, так и ана-
эробных бактерий. 

Целью исследования стало испытание чув-
ствительности наиболее распространенных 
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анаэробных и аэробных участников биообрас-
таний к биоцидным препаратам в составе ма-
териалов. 

Основная часть. В качестве тест-систем 
использовали образцы полимерных биозащи-
щенных материалов, синтезированных в Ин-
ституте обшей и неорганической химии 
(ИОНХ). В состав образцов был включен био-
цидный компонент, содержание которого 
уменьшается в ряду 1→2→3→4→5→6. 

На сегодняшний день существует только 
один стандартизированный количественный 
метод оценки устойчивости материалов к воз-
действию бактерий [5]. Его суть заключается в 
инкубировании аэробных бактерий на поверх-
ности образца биозащищенного материала в 
течение определенного времени с последую-
щим смывом и определением числа сохранив-
ших жизнеспособность клеток. 

Однако, реализация этого метода с опыт-
ными образцами показала, что данные мате-
риалы обладают очень развитой пористой по-
верхностью и хорошими адсорбционными 
свойствами, в результате, сохранившие жизне-
способность клетки остаются адсорбировав-
шимися на поверхности образца и не образуют 
колонии при высеве. Таким образом, возникает 
существенная погрешность в определении кон-
центрации выживших клеток, что делает дан-
ный метод непригодным для указанных целей. 

В то же время, известны подходы к опреде-
лению степени биозащищенности материалов, 
основанные на сопоставлении метаболической 
активности прикрепленных к поверхности об-
разца бактерий. Эти методы обладают преиму-
ществами при анализе антимикробных свойств 
пористых материалов с развитой поверхностью. 

Для оценки метаболической активности 
анаэробных бактерий разработан количествен-
ный анаэробно-суспензионный метод оценки 
устойчивости материалов к анаэробной био-
коррозии [6]. В качестве тест-культур в нем 
используются облигатно анаэробные сульфат-
редуцирующие бактерии, осуществляющие 
специфический способ запасания энергии – 

сульфатное дыхание, при котором происходит 
диссимиляционное восстановление соединений 
серы с образованием сероводорода и сульфидов 
[7]. Суть этого метода заключается в определе-
нии содержания сероводорода в культуральной 
жидкости после совместного инкубирования 
сульфатредуцирующих бактерий (СРБ) с об-
разцом в среде, не содержащей ионов железа, в 
специальном анаэробном биореакторе. Регист-
рацию количества сероводорода проводят фо-
токолориметрически на основе цветной реак-
ции образования метиленового синего (рис. 1). 

Результаты анализа антимикробных свойств 
образцов материала с помощью анаэробно-
суспензионного метода приведены в табл. 1. 

 
Таблица 1 

Метаболическая активность СРБ  
в присутствии образцов биозащитного материала 

Образец D670, нм m(H2S), мкг C(H2S), мг/л 
1 0,002 ∼ 0 ∼ 0 
2 0,005 ∼ 0 ∼ 0 
3 0,068 5,0 16,67 
4 0,075 6,0 20,00 
5 0,098 7,8 26,00 
6 0,113 8,0 26,67 

Можно заметить, что наилучшими антибак-
териальными свойствами обладают образцы 
под номерами 1 и 2. В их присутствии бактерии 
не осуществляют сульфатредукцию и серово-
дород не образуется. Остальные образцы мож-
но расположить в ряд по ухудшению антибак-
териальных свойств по отношению к анаэроб-
ным бактериям: 

3→4→5→6. 

Для проверки правильности полученных ре-
зультатов воспользовались стандартным каче-
ственным методом [8], основанным на инкуби-
ровании СРБ в питательной среде, содержащей 
железо, с последующей визуальной регистри-
рацией образования черных зон сульфида, ко-
торые и учитываются при оценке бактерио-
стойкости по трехбалльной шкале (рис. 2).  

 

 
Рис. 1. Схема анаэробно-суспензионного метода определения  
антибактериальных свойств биозащищенных материалов 

Суспензия СРБ 
(107 КОЕ/мл) 
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Из представленных на рис. 2 фотографий 
следует, что сульфиды железа не образуются в 
культурах СРБ только при совместном инкуби-
ровании с образцами 1 и 2, что, согласно мето-
ду [8], свидетельствует об их полной бактерио-
стойкости.  

 

 
Рис. 2. Культуры СРБ  

после совместного инкубирования  
с образцами биозащитного материала 

 
Культура СРБ с образцами 3–6 приобрела 

насыщенный черный цвет накопления сульфи-
дов железа и характеризуется полной небакте-
риостойкостью. 

Таким образом, полученные с помощью 
разработанного метода данные об антибактери-
альных свойствах исследуемых образцов под-
тверждены результатами стандартного метода. 
При этом выявлены преимущества нового ана-
эробно-суспензионного метода: он дает воз-
можность обнаружить различия в степени био-
защищенности у материалов, которые в стан-
дартном методе оцениваются одинаково низ-
ким баллом – III. 

Для оценки антибактериальных свойств 
образцов биозащищенного материала по от-
ношению к аэробным бактериям Pseudomonas 
fluorescens апробировали разрабатываемый 
нами метод оценки дыхательной активности 
клеток [9]. 

Для этого провели совместное инкубирова-
ние культуры бактерий, находящейся в log-фазе 
роста, с опытными образцами в течение суток. 
Затем создали благоприятные условия для ин-
тенсификации дыхательного процесса, помес- 
 

тив данную суспензию с образцом в свежий 
питательный бульон с последующим динами-
ческим измерением в нем остаточного содер-
жания растворенного молекулярного кислорода 
(рис. 3). В основу принципа измерения положен 
амперометрический метод анализа [10]. На 
представленном ниже рис. 4 отображены гра-
фики зависимости содержания кислорода в 
культуральных жидкостях от длительности 
процесса дыхания. 

 

 
Рис. 4. Динамика изменения содержания 
кислорода в культуральной жидкости 

 
Можно видеть, что в контроле (к) и четы-

рех опытных пробах (номера 3, 4, 5, 6) проис-
ходит заметное снижение концентрации рас-
творенного кислорода за 10 мин измерения. 
Это свидетельствует о высоком содержании в 
культуральной жидкости сохранивших жизне-
способность бактерий и, соответственно, низ-
кой антибактериальной устойчивости иссле-
дуемых образцов. Наоборот, в пробах с образ-
цами 1 и 2 содержание кислорода практически 
не изменилось. 

 
Рис. 3. Схема метода определения дыхательной активности бактерии 
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Из зависимости на рис. 5 следует, что с опре-
деленного момента измерения, приблизительно с 
13 мин, интенсивность дыхания бактерий снижа-
ется и остаточная концентрация кислорода в 
культуральных жидкостях с образцами 3–6 по-
степенно уравнивается, т. е. нивелируется разни-
ца между антибактериальными свойствами об-
разцов. Чтобы повысить разрешающую способ-
ность метода, в качестве основного показателя 
антимикробных свойств образцов использовали 
скорость потребления кислорода K, мг/л · мин: 

K = ΔС / Δt,                           (1) 

где ΔС – изменение концентрации кислорода за 
время Δt, мг/л; Δt – время измерения, мин. 

За Δt приняли 13 мин, т. к. именно за это 
время достигается наиболее заметная разница 
между остаточной концентрацией кислорода в 
анализируемых пробах. 

Результаты анализа дыхательной активно-
сти облигатно аэробных бактерий Pseudomonas 
fluorescens и сопоставительная оценка антибак-
териальных свойств образцов биозащитного 
материала по данным двух разработанных ме-
тодов приведены в табл. 2.  

Таблица 2 
Показатели метаболической активности  

анаэробных и аэробных бактерий  
под действием биоцидов в составе образцов 

 биозащитного материала 

Образец 
Скорость потребления 
кислорода K, мг/л · мин 

C(H2S), мг/л 

1 0,023 ~ 0 
2 0,032 ~ 0 
3 0,082 16,67 
4 0,106 20,00 
5 0,125 26,00 
6 0,149 26,67 

Таким образом все три реализованных ме-
тода показали схожие результаты: наиболее 
бактериостойкими являются образцы 1 и 2; 
прослеживается зависимость между концен-
трацией биоцида в составе материала и его ус-
тойчивостью к биообрастанию: чем больше 
концентрация биоцида, тем большей бактерио-
стойкостью характеризуется материал. 

Заключение. Использованные в данной ра-
боте количественные методы, основанные на 
измерении метаболической активности аэроб-
ных и анаэробных бактерий, показали себя как 
более объективные по сравнению со стандарт-
ными методами для оценки устойчивости к 
биообрастанию образцов биозащищенных ма-
териалов. Результаты анаэробно-суспензион-
ного метода и метода определения дыхательной 
активности аэробных бактерий рода P. fluores-

cens коррелируют между собой, что дает осно-
вание судить о сходной чувствительности к 
биоцидным добавкам наиболее распространен-
ных аэробных и анаэробных бактерий, участ-
вующих в биообрастании. 
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