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побегов, что в свою очередь отразится на площади проекции кроны, а также на её светопроницаемости и, как 

следствие, на температуре и влажности под пологом.  
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Аннотация. Биопленка представляет собой сообщество разных видов, не конкурирующих 

микроорганизмов, которые образуют многофункциональный симбиоз сложной архитектуры. По всем признакам 

такую колонию следует рассматривать, как  биологическую ткань, обладающую особыми свойствами. В их ряду 

способность к самоорганизации посредством формирования гликопротеинового матрикса, который за счет 

адгезии к подложке образует комфортную среду обитания. Отметим химическую агрессивность, как способ 

закрепления на поверхности и получения субстратов, но одновременно причина коррозии самых стойких 

материалов. Далее, биологическая активность, которая выражается в неконтролируемом воспроизводстве даже 

при гипоксии, ограниченном только доступностью ресурсов. Многослойная пространственная организация, 

наличие механизмов поддержания гомеостаза, способность к быстрой мутации делает биопленки устойчивыми 

к действию многих химических, физических или бактериологических факторов. Этим же объясняется 

феноменальная резистентность биопленки к антибиотикам широкого спектра действия.  

Ключевые слова: реактор биопленок, полимерный матрикс, 3D микробиологический симбиоз, 

сканирующая электронная микроскопия, электрохимически активированная вода 
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Abstract. Biofilm is a community of different types of non-competing microorganisms that form a multi-functional 

symbiosis of complex architecture. By all indications, such a colony should be regarded as a biological tissue possessing 

special properties. In their series, the ability to self-organization through the formation of glycoprotein matrix, which due 

to adhesion to the substrate forms a comfortable habitat. We note the chemical aggressiveness as a way of fixing on the 

surface and source of substrates, but at the same time the cause of corrosion of the most resistant materials. Next, we note 

the biological activity, which is expressed in uncontrolled reproduction, even under hypoxia, limited only by the 

availability of resources. Multilayer spatial organization, the presence of mechanisms for maintaining homeostasis, makes 

biofilms resistant to many chemical, physical or bacteriological factors, including disinfection. This explains the 

phenomenal resistance of biofilms to broad-spectrum antibiotics. This work was supported by the Russian Science 

Foundation grant 17-76-20014. 

Key words: flow cell biofilm reactor, polymeric matrix, 3D bacterial communities, scanning electron microscopy, 

electrochemically activated water 

 

При универсальной способности к выживанию биопленка становится источником устойчивого 

бактериального и химического заражения сельскохозяйственной продукции, причиной сокращения сроков ее 

хранения, а также механического повреждения технологических элементов агропромышленной индустрии. 

Значительное увеличение доз препаратов и/или времени обработки не оправдывает себя не только из-за их 

относительной не эффективности, но и по причине вреда, наносимого окружающей среде. С учетом 

специфических особенностей, актуальным является разработка принципиально новых способов удаления 

биопленки, которые были бы эффективными, оставаясь одновременно безопасными для экологии [1]. 

Сформулированная проблема решается посредством применения электрохимически активированных водных 

растворов [2-5], которые в метастабильном состоянии обладают выраженными бактерицидными свойствами, но 

при переходе в стационарное состояние трансформируются в обыкновенную воду. 

Биопленка спонтанно формируется на границе между водным раствором и твердой поверхностью, образуя 

сообщество, как правило, нескольких видов микроорганизмов [6]. Этот многоклеточный слой может включать в 

себя бактерии, простейшие одноклеточные и грибы, которые кооперируются в симбиоз. Важной структурной 

компонентой такой микробиологической колонии является внеклеточный матрикс [7], в состав которого входят 

в основном полисахариды, а также белки, протеогликаны, гликолипиды, иногда встречается внеклеточные 

нуклеиновые кислоты. Основная функция матрикса заключается в том, чтобы формировать архитектуру 

биопленки, снабжать ее питательными веществами, регулировать  внутренний гомеостаз, обеспечивать обмен 

генетической информацией [8]. К сожалению, мало известно об особенностях строения и свойствах этой 

структуры. Наиболее комфортные условия для биопленки создаются в проточной системе, обогащенной 

субстратами, необходимыми для деления и роста микроорганизмов [9-12]. 

В процессе роста биопленки у нее появляется устойчивость к дезинфекции [13]. Такая особенность может 

создавать значительные проблемы в здравоохранении и быту, вызывая ряд заболеваний и загрязняя воду, а также 

в агропромышленном комплексе, повреждая оборудование и технологические линии. О механизме такой 

резистентности можно только догадываться, но сложная пространственная организация биопленки и 

разнообразие заселяющих ее видов делают возможным выживаемость микроорганизмов в самых экстремальных 

условиях. 

Отметим трудность сравнительной оценки качества разрабатываемых подходов, что обусловлено 

отсутствием специальных стендов, позволяющих воспроизводить и контролировать условия в модельном 

эксперименте [14-19]. К основным факторам, которые формируют пленку в виде многоклеточного ансамбля, 

относятся: разнообразие клеточной популяции, внеклеточный матрикс и следы цитоплазмы, которые остаются 

после того, как клетки переходят из пленки в планктонную форму. В комплексе, развитие методов анализа 

перечисленных компартментов и создание лабораторных стендов позволит понять принципы формирования 

биопленки и оценить эффективность методов ее удаления. Решение рассматриваемой проблемы может иметь 

наиболее значимый эффект в нескольких  важных агропромышленных технологиях. В их ряду следует выделить 

следующие: (i) удаление биопленки в транспортной системе жидкости с застойными зонами, как модель 

трубопровода сложной конфигурации, (ii) удаление биопленки с поверхности внутренней полости пористого 

материала, как модель гидропонного покрытия в тепличном производстве, (iii) удаление посредством 

нанодисперсного аэрозоля биопленки, сформированной на шероховатой поверхности, как модель плодо-

овощной продукции. 

Современное состояние исследований по проблеме дезинтеграции биопленок оценивали на основе анализа 

данных, опубликованных в специализированных изданиях. Рассматриваемая проблема достаточно широко 

представлена в текущей литературе, но основной объем данных имеет феноменологический характер. Особенно 

большой пробел знаний наблюдается в области стендового тестирования протоколов индуцированной 

деградации биопленки. Примером в данном направлении может служить работа по изучению формирования 
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биопленки in vitro [11]. Только в одной публикации мы обнаружили экспериментальное моделирование роста 

биопленки в условиях турбулентного потока водного раствора в трубке с застойными зонами [12]. К сожалению, 

результатов изучения пространственно более сложных систем, например полости в пористом материале, не 

найдено, хотя такая модель покрывает ряд важных технологий агропромышленного комплекса. Конечно, не 

осталась без  внимания проблема дезинфекции пленочного образования в трубопроводе, на чем акцент делается, 

например, в области стоматологии [20]. Суммируя, отметим отсутствие комплексного системного подхода к 

изучению формирования и деградации биопленки в сличительных экспериментах, что не позволяет 

воспроизводить эффекты в контролируемых условиях с заданными параметрами. 

Объект и методы исследования. 

Препараты биопленки готовили посредством методики, описанной ранее [21-24]. Образец трубки длиной 

около 10 мм разрезали на две части по направляющей линии. С целью фиксации биопленки, образованной на 

поверхности трубки, обе половинки помещали на 12 часов в 1,5% раствор глутарового альдегида (4ºС) с 

последующей постфиксацией в 1% водном растворе тетраокиси осмия (OsO4). После фиксации препарат 

дегидратировали при 4ºС последовательно в двух водных растворах этанола возрастающей концентрации (50%, 

75%), а на заключительном этапе в абсолютном этаноле. Для удаления этилового спирта образцы переносили на 

30 минут в гексаметилдисилазан (HMDS), после чего высушивали на воздухе. 

Подготовленные образцы монтировали на объектодержатель электронного микроскопа посредством 

токопроводящего клея. Перед просмотром, в установке JFC 1600 (JEOL, Япония) на поверхность препарата 

наносили равномерную токопроводящую пленку платины толщиной 20 нм посредством ионного распыления 

металла в среде аргоновой плазмы. Ультраструктуру рельеф биопленки на поверхности трубки изучали в 

сканирующем электронном микроскопе JSM-6390A (JEOL, Япония) при ускоряющем напряжении 10 кВ, 

используя режим вторичных электронов. 

 

 
Рисунок 1 – Сканирующая электронная микроскопия биопленки, сформированной на поверхности внутренней 

стенке трубки лабораторного стенда: (А) зрелая биопленка , (Б) фрагменты биопленки после очистки 

внутренней поверхности трубки, (В) тот же участок внутренней поверхности трубки при большем увеличении. 

Обозначения: Кл – клетка, Мт – матрикс зрелой биопленки, Яч – место отторжений клетки от матрикса,  

Кт – кластеры деградированного матрикса после очистки поверхности 

 

Результаты и обсуждение. 

На рисунке 1 приведены микрофотографии биопленки, сформированной на поверхности внутренней стенке 

трубки рециркуляционной системы лабораторного стенда бифидобактериями. Изначально планктонная форма 

микроорганизмов находилась в потоке питательной среды. Видно (рис.1А), что отдельные клетки встроены в 

тело зрелой биопленки. Во внеклеточном матриксе идентифицируются пустые ячейки, которые образуются в 

результате отслоения клеток при выделении вторичной планктонной формы для колонизации других участков 

поверхности. Изображение поверхности после ее частичной очистки от биопленки показано на микрофотографии 

1Б.  В результате кратковременной (15 минут) обработки рециркуляционной системы посредством 

электрохимически редуцированной воды (католит) произошла дезинтеграция пленки. Однако остались 

фрагменты деградированного матрикса, которые не визуализируются при изучении в оптическом микроскопе. 

На рисунке 1В показан тот же участок внутренней поверхности трубки при большем увеличении, где видны 

одиночные клетки, встроенные в кластеры матрикса, которые могут быть причиной быстрой регенерации 

биопленки. Исследование поддержано Российским научным фондом, проект № 17-76-20014. 
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