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Аннотация. Основной формой существования бактерий в природе являются биопленки – прикре-
пленные к субстрату ассоциации клеток, окруженные полимерным матриксом. Изучение образования 
и функционирования биопленок имеет фундаментальное значение для управления процессами форми-
рования микробных ассоциатов в экологии, биотехнологии и медицине. Поставленная цель требует 
разработки аналитических подходов, позволяющих при сохранении интактной структуры биопленок 
получать оперативную информацию на протяжении всего цикла жизнедеятельности микробного со-
общества. В задачу работы входила адаптация методов сканирующей электронной микроскопии и 
ИК-спектроскопии в качестве экспресс-метода анализа микробных биопленок. Для этого проведено 
сопоставительное изучение кинетики роста культуры бактерий Bacillus subtilis в течение 24 ч куль-
тивирования на твердом субстрате методами классической микробиологии и биохимии, электронной 
сканирующей микроскопии и Фурье ИК-спектроскопии. Установлено, что морфология биопленки меня-
ется от равномерного заселения поверхности носителя планктонными клетками на начальной ста-
дии роста (6 ч) до накопления внеклеточного матрикса и образования микроколоний в экспоненциаль-
ной и стационарной фазе (12–18 ч) и постепенного истощения матрикса в фазе отмирания клеток 
(24 ч). Результаты ИК-спектроскопии коррелируют с результатами биохимических исследований, 
что, в свою очередь, позволяет проводить оперативную оценку накопления белков, полисахаридов и 
нуклеиновых кислот и получать информацию об их структурном состоянии в биопленке. По итогам 
исследования можно заключить, что сканирующая электронная микроскопия и Фурье ИК-спектроско-
пия в предложенном варианте применения позволяют получать взаимодополняющую информацию о 
морфологии и химическом составе микробных биопленок в процессе культивирования.

Ключевые слова: Bacillus subtilis, микробные биопленки, Фурье ИК-спектроскопия, сканирующая 
электронная микроскопия
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Abstract. Bacteria most commonly exist in nature in the form of bacterial biofilms, i.e. associations of cells 
attached to a substrate surrounded by a polymer matrix. Research into biofilm formation and functioning is 
fundamental to the management of microbial associations in ecology, biotechnology and medicine. This task 
requires the development of analytical approaches capable of providing timely information throughout the life 
cycle of microbial communities at the same time as maintaining their intact structure. In this paper, we apply 
scanning electron microscopy and IR spectroscopy as rapid methods for analysing microbial biofilms. To this 
end, the growth kinetics of a Bacillus subtilis culture cultivated on a solid substrate for 24 h was comparatively 
studied by the methods of classical microbiology and biochemistry, electron scanning microscopy and Fourier-
transform IR spectroscopy. The biofilm morphology was found to vary from a uniform settlement of planktonic 
cells over the substrate surface at the initial stage of growth (6 h) followed by the accumulation of the extracellular 
matrix and the formation of microcolonies at the exponential and stationary stage (12–18 h) and a gradual 
depletion of the matrix at the stage of cell death (24 h). The results of IR spectroscopy were established to agree 
well with those of biochemical studies, thereby demonstrating the potential of the method for a timely evaluation 
of the accumulation of proteins, polysaccharides and nucleic acids and for obtaining information about their 
structural state in the studied biofilm. It is concluded that scanning electron microscopy and Fourier-transform 
IR spectroscopy can be used for obtaining complementary information about the morphology and chemical 
composition of microbial biofilms during their cultivation.

Keywords: Bacillus subtilis, microbial biofilms, Fourier-transform IR spectroscopy, scanning electron 
microscopy
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ВВЕДЕНИЕ
Известно, что в большинстве случаев в меди-

цинской и биотехнологической практике активность 
микробных сообществ обусловлена образовани-
ем и функционированием микробных биопленок, 
представляющих собой полимерный матрикс с 

иммобилизованными клетками, потребляющих пи-
тательные вещества и выделяющих во внешнюю 
среду продукты метаболизма и сигнальные моле-
кулы1. Для понимания этих процессов требуются 
методы изучения, позволяющие сохранить интакт-
ную структуру биопленок и получать оперативную 

1Марданова А. М., Кабанов Д. А., Рудакова Н. Л., Шарипова М. Р. Биопленки: основные методы исследования: 
учеб.-метод. пос. Казань: К(П)ФУ, 2016. 42 с.
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информацию на протяжении всего цикла жизнеде-
ятельности микробного сообщества. 

«Золотым стандартом» для исследования мор-
фологии биопленок считается метод сканирующей 
электронной микроскопии (СЭМ) [1]. Однако он 
является дорогостоящим, требует длительной и 
квалифицированной подготовки образцов, в ходе 
которой биопленки теряют жизнеспособность, а их 
дальнейшее использование для анализа или ре-
культивации становится невозможным. 

Использование классических методов микро-
биологии и биохимии для анализа химического со-
става связано с разрушением биопленок, выделе-
нием и раздельным анализом их компонентов. Та-
ким образом, несмотря на то, что эти методы харак-
теризуются высокой точностью и селективностью, 
они являются трудоемкими и недостаточными для 
характеристики динамики развития микробного 
сообщества. Совершенствование и применение 
спектроскопических методов позволяет в значи-
тельной степени решить задачу недеструктивного 
анализа сложных объектов, к каковым относятся 
биопленки. 

Метод инфракрасной спектроскопии успешно 
применяется для характеристики вегетативных 
клеток микроорганизмов, спор бактерий, а также 
биопленок [2–4]. Установлено [2, 4], что разные 
виды микроорганизмов характеризуются индиви-
дуальными ИК-спектрами, что обусловлено уни-
кальным для каждого вида набором макромолекул 
(белков, липидов, углеводов, нуклеиновых кислот). 
Показано, что с помощью ИК-спектроскопии можно 
дифференцировать штаммы одного рода бактерий 
с высокой точностью (до 97%) [5] и получать ин-
формацию о химической структуре определенных 
компонентов бактерий – клеточных стенок, цито-
плазматического вещества, пептидогликана, тейхо-
евых кислот, ДНК [6–8]. Исследования бактериаль-
ных культур с равным успехом могут проводиться 
в виде водных суспензий или сухих порошков. Ис-
следование биопленок затрудняется тем, что био-
пленки формируются на поверхности субстратов, 
которые могут иметь собственное поглощение в 
ИК-диапазоне. В ряде работ перед снятием спек-
тров зрелые биопленки отделяли от субстрата [9]. 
Однако этот способ неприемлем для изучения био-
пленок на ранних стадиях роста из-за их низкой ме-
ханической прочности. Выращивание и исследова-
ние биопленок in situ на поверхности элемента на-
рушенного полного внутреннего отражения (НПВО) 
[10] позволяет устранить это ограничение, однако 
это технически сложно осуществимо из-за необхо-
димости длительное время поддерживать темпе-
ратуру и условия стерильности в измерительном 
отсеке спектрометра.

Выращивание биопленок ex situ на подложках 
из оптически прозрачного материала в ИК-диа-
пазоне [11] представляется с практической точки 
зрения наиболее приемлемым, хотя требование 
прозрачности и биологической инертности ограни-
чивает выбор подложек по химическому составу. 

Регистрация спектров биопленок на просвет имеет 
преимущество перед методом НПВО также в том, 
что основной вклад в интенсивность спектра дает 
вещество в объеме биопленки, а не с ее поверхно-
сти, на которой могут адсорбироваться элементы 
питательной среды.

Настоящее исследование посвящено сопоста-
вительному изучению кинетики роста модельной 
микробной культуры Bacillus subtilis на твердом 
субстрате с использованием комплекса методов 
классической микробиологии и биохимии, СЭМ 
и ИК-Фурье спектроскопии с целью оценки реле-
вантности применения методов ИК-спектроскопии 
и СЭМ для получения оперативной информации о 
структуре и химическом составе биопленки на раз-
ных стадиях роста.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовалась культура Bacillus 

subtilis [12], полученная из лекарственного препа-
рата «Споробактерин» (ООО «Бакорен», г. Орен-
бург, Россия). 

Культивирование бактерий и получение об-
разцов биопленок. Периодическое культиви-
рование бактерий B. subtilis проводили в кони-
ческих колбах на 250 мл на перемешивающем 
устройстве Incubator ES-20/60 (SIA Biosan, Лат-
вия) при температуре 37 °C, скорости перемеши-
вания 120 об/мин в течение 36 ч с отбором проб 
через каждые 6 ч. В качестве питательных сред 
использовался мясопептонный бульон (МПБ) и 
МПБ с красителем Конго красным (0,8 г/л), сте-
рилизация которых проводилась в автоклаве в 
течение 30 мин при 0,5 ати2.

Биопленки выращивали на подложках из фто-
ристого кальция или предметных стеклах путем 
внесения в чашки Петри со стерильной средой и 
подложками 18-часового инокулята в соотношении 
1:45 и последующей инкубации в течение 24 ч с от-
бором проб через каждые 6 ч.

Анализ формирования и микроструктуры био-
пленок. Отбор проб биопленки для анализа бакте-
риального роста осуществляли в процессе культи-
вирования B. subtilis вплоть до 36 ч. Число клеток 
B. subtilis в биопленке определяли путем их окра-
шивания генцианвиолетом [13, 14]. По полученным 
данным строили кривую роста. Количество жизне-
способных клеток определяли методом Коха. 

Количество белка в биопленке B. subtilis опреде-
ляли по методу Брэдфорда3. Предварительно био-
пленку, сформированную на поверхности предмет-
ных стекол, гидролизовали с помощью 2Н NaOH в 
термоблоке при 90 °С в течение 30 мин. В получен-
ных растворах определяли содержание белка. 

Для оценки биосинтеза экзополисахаридов в 
биопленке B. subtilis исследуемые образцы, выра-
щенные на МПБ с красителем Конго красным, от-
мывали в физиологическом растворе, проводили 
экстракцию красителя 96%-м раствором этанола и 
измеряли оптическую плотность экстракта [14, 15].

2Нетрусов А. И. Практикум по микробиологии. М.: Академия, 2005. 608 с.
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Для проведения анализа ИК-спектроскопией 
биопленки выращивали по методу, описанному 
выше, используя в качестве подложек пласти-
ны из CaF2. В отличие от традиционного способа 
подготовки образцов биопленок для регистрации 
ИК-спектров, состоящего в соскабливании пленки 
с подложки, измельчении и запрессовке в матри-
цу из KBr [16], в данном исследовании использо-
вались интактные биопленки. Для этого пластины 
на разных стадиях роста биопленки извлекали из 
питательной среды и высушивали при комнатной 
температуре и влажности. Биопленки не промы-
вали, чтобы не нарушить их структуру. Пластины 
помещали в кюветный отсек Фурье ИК-спектрофо-
тометра IR-Affinity 1 (Shimadzu, Япония) и регистри-
ровали спектры на просвет в интервале волновых 
чисел 4000–900 см-1 при спектральном разрешении 
4 см-1 с усреднением 64 индивидуальных сканов. 
Спектрометр продували сухим азотом для устране-
ния мешающего влияния паров воды и углекислого 
газа. Для каждого образца регистрировали спектры 
с нескольких участков поверхности, которые затем 
усредняли.  

ИК-спектры бактерий снимали аналогично, 
предварительно высушив водную суспензию кле-
ток на поверхности пластины из CaF2.

Исходные спектры подвергали предваритель-
ной обработке, состоящей в вычитании базовой 
линии и сглаживании. 

Для выделения отдельных компонентов много-
компонентных полос поглощения вычисляли вто-
рую производную спектров. Отнесение полос про-
водили на основе данных работ [17–19].

Для исследования методом СЭМ биопленки вы-
ращивали на предметных стеклах. После извлече-
ния из питательной среды подложки с биопленка-
ми высушивали и фиксировали в 2%-м глутаровом 
альдегиде на фосфатном буфере (рН 7,3) в тече-
ние 1 ч. После постфиксации в 1%-й осмиевой кис-
лоте в течение 1 ч образцы промывали в буфере 
и дистиллированной воде и подвергали ступенча-
той дегидратации в растворах спирта, после чего 
покрывали золотом [20]. Образцы исследовали 
на сканирующем электронном микроскопе Merlin 
(CarlZeiss, Германия) Междисциплинарного центра 
аналитической микроскопии Казанского федераль-
ного университета.

Обработка результатов экспериментов прово-
дилась с помощью пакета программ Microsoft Excel 
2007 с оценкой достоверности по критерию Стью-
дента–Фишера4. Использовали параметрический 
t-критерий Стьюдента, достоверными считали раз-
личия при вероятности ошибки р<0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Формирование биопленок в процессе микроб-

ного роста. На рис. 1 представлены микрофотогра-
фии поверхности субстрата после 6 и 24 ч роста 

биопленки, полученные методом СЭМ. Изображе-
ния показывают, что по истечении 6 ч на поверхно-
сти субстрата (подложки) присутствуют преимуще-
ственно разрозненные палочкообразные образова-
ния без заметного количества матрикса (рис. 1, а).  
Размеры объектов соответствуют ожидаемым для 
бактерий B. subtilis: длина отдельных клеток варьиру-
ется от 0,7 до 3 мкм, диаметр составляет 0,5–0,6 мкм.  
Клетки образуют линейные цепочки, состоящие из 
2 и более (до 10) звеньев, что указывает на их ак-
тивное деление. Часто попадаются клетки, от ко-
торых отходят тяжи различной длины к субстрату 
или к другим клеткам (рис. 1, b). Через 24 ч роста 
обнаруживаются округлые плотные скопления кле-
ток (рис. 1, c). Размеры скоплений варьируются 
от нескольких мкм до нескольких десятков мкм, а 
длина клеточных цепочек сокращается до 1–3 зве-
ньев. На этом этапе роста отчетливо проявляется 
внеклеточный матрикс, заполняющий межклеточ-
ные промежутки в скоплениях в виде диффузного 
вещества (рис. 1, d). 

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о том, что структура биопленки на 
всем протяжении роста не является однородной 
и состоит из дискретных клеточных ассоциатов 
переменного размера. Внутри ассоциатов клетки 
объединены веществом внеклеточного матрикса. 
Промежутки между ассоциатами заполняются 
либо питательной средой, либо матриксом.

Накопление белков и экзополисахаридов в 
биопленке. Результаты определения биомассы, 
накопления белка и экзополисахаридов в био-
пленке в процессе периодического культивирова-
ния культуры B. subtilis продемонстрированы на 
рис. 2–4. 

На рис. 2 представлена кривая роста куль-
туры B. subtilis в биопленке, полученная по 
результатам измерения оптической плотности 
раствора генцианвиолета, экстрагированного 
этанолом из биопленки: чем больше красите-
ля первоначально было связано в биопленке, 
тем большее значение оптической плотности 
раствора было зарегистрировано в результате 
экстракции. 

Полученные результаты показали, что число 
клеток в биопленке в первые 6 ч принципиально 
не увеличивается, что связано с первичной им-
мобилизацией небольшого количества клеток на 
поверхности и началом образования биопленки. 
Затем были отмечены фазы ускорения и экспо-
ненциального роста биопленки (6–18 ч), после 
чего наступала стационарная фаза роста, когда 
дальнейшее накопление клеток прекращается 
вследствие истощения питательной среды и на-
копления продуктов метаболизма [13]. 

При этом было отмечено, что концентрация 
белка в биопленке возрастает до 12 ч роста, что 
связано с активным формированием биопленки 
на поверхности, после которого наступает фаза 

3Общая фармакопейная статья. Определение белка. ОФС. 1.2.3.0012.15 МЗ РФ. 2015. 16 с.  
[Электронный ресурс]. URL: https://pharmacopoeia.ru/ofs-1-2-3-0012-15-opredelenie-belka (24.02.2022). 
4Воробьев В. Я., Елсуков А. И. Теория и эксперимент. Минск: Высшая школа, 1989. 109 с. 
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плато до 18 ч включительно (см. рис. 3). Дальней-
шее увеличение концентрации белка в биоплен-
ке, по-видимому, связано с лизисом клеток.  

Синтез экзополисахаридов (ЭПС) в биоплен-
ке B. subtilis (см. рис. 4) определяли по количе-
ству экстрагируемого этанолом красителя Конго 
красного, связывающегося с ЭПС в процессе ин-
кубации [21]. Результаты показали замедленный 
синтез ЭПС до 12 ч роста с дальнейшим резким 
увеличением на 18 ч и последующим выходом на 
плато. Полученные данные коррелируют с кривой 

роста матрикса биопленки культуры (см. рис. 2). 
Эти сведения подтверждаются проведенными ра-
нее исследованиями [22], которые показали, что 
синтез ЭПС и рост матрикса биопленки B. subtilis 
происходит симбатно (коэффициент корреляции 
r=0,998), что свидетельствует о том, что матрикс 
состоит из ЭПС. 

ИК-спектроскопия образцов биопленки. ИК-спек-
тры сухой суспензии и сухой биопленки (24 ч)  
B. subtilis выявляют различия в составе этих об-
разцов. Прежде всего следует отметить разницу 
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Рис. 1. Изображения сканирующей электронной микроскопии поверхности субстрата после 6  
(а, b) и 24 ч (c, d) роста биопленки. Размер масштабного отрезка равен 10 (а, c) и 1 мкм (b, d) 
Fig. 1. Scanning electron microscopy images of the substrate surface after 6 (a, b) and 24 h (c, d) 

biofilm growth. The size of the scale bar is 10 (a, c) and 1 µm (b, d) 
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в форме амид-1 – наиболее интенсивной полосы 
в спектрах, обусловленной поглощением карбо-
нильных групп в составе полипептидной цепи бел-
ков (рис. 5).

Более узкая и интенсивная полоса в спектре 
биопленки с максимумом на 1655 см-1 и плечом на 
1637 см-1 указывает на присутствие высокоупоря-
доченных белков с большой долей альфа-спира-
лей и вытянутых бета-структур [17]. Известно, что 
в белково-полисахаридном матриксе биопленки 
преобладает белок TasA [23], имеющий спираль-
ную структуру, что соответствует наблюдаемому 
спектру. В спектре суспензии полоса амид-1 уши-
рена и за счет этого менее интенсивна. Уширение 
свидетельствует о большой доле неупорядочен-
ных структур. Интенсивности полос фосфатных 
групп ДНК (1240 и 1080 см-1) и углеводов (1060 см-1)  
в суспензии и пленке примерно равны, однако от-
личаются по форме, указывая на различия в со-
ставе. 

На рис. 6 представлены спектры образцов 
биопленок на разных стадиях роста. Спектр об-
разца после 6 ч роста в основном мало отлича-
ется от спектра питательной среды для образо-
вания биопленки. Изменения проявляются лишь 
в некоторых полосах – 1425, 1550, 1680 см-1, 
что, по-видимому, соответствует вкладу белков. 
Спектр МПБ представляет собой широкие плохо 
разрешенные полосы, соответствующие суммар-
ному поглощению различных аминокислот, корот-
ких полипептидов и прочих компонент. Однако на 
более поздних сроках роста в спектре преоблада-
ют узкие полосы, соответствующие поглощению 
структурно упорядоченных белков. Резкое сокра-

 

 
 

Рис. 4. Концентрация экзополисахаридов в биопленке Bacillus subtilis в процессе 
периодического культивирования 

Fig. 4. Concentration of exopolysaccharides in Bacillus subtilis biofilm during batch cultivation 
 
ИК-спектроскопия образцов биопленки. ИК-спектры сухой суспензии и сухой биопленки (24 ч) 

B. subtilis выявляют различия в составе этих образцов. Прежде всего следует отметить разницу в 
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Рис. 5. ИК-спектры сухой суспензии клеток Bacillus subtilis (штрихи) и сухой биопленки  
после 24 ч инкубации (сплошная линия). Спектры нормированы к максимуму полосы 

поглощения амид II белка (1550 см-1)  
Fig. 5. IR spectra of Bacillus subtilis cells dry suspension (dashes) and dry biofilm after 24 h  

of incubation (solid line). The spectra are normalized to the maximum absorption band  
of the amide II protein (1550 cm-1) 
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Рис. 5. ИК-спектры сухой суспензии клеток Bacillus 
subtilis (штрихи) и сухой биопленки  

после 24 ч инкубации (сплошная линия). Спектры 
нормированы к максимуму полосы поглощения амид II 

белка (1550 см-1) 
Fig. 5. IR spectra of Bacillus subtilis cells dry suspension 

(dashes) and dry biofilm after 24 h  
of incubation (solid line). The spectra are normalized to 
the maximum absorption band of the amide II protein 

(1550 cm-1)

Рис. 6. ИК-спектры сухих биопленок Bacillus subtilis 
на разных стадиях роста: 6 (точки), 12 (пунктир), 18 

(штрихи) и 24 (сплошная линия) ч. Нижняя пунктирная 
линия соответствует спектру питательной среды
Fig. 6. IR spectra of dry Bacillus subtilis biofilms at 

different growth stages: 6 (points), 12 (dotted line), 18 
(dashed lines), and 24 (solid line) h. The blue dotted line 

indicate the nutrient medium spectrum

ДНК (1240 и 1080 см-1) и углеводов (1060 см-1) в суспензии и пленке примерно равны, однако 
отличаются по форме, указывая на различия в составе.  
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На рис. 6 представлены спектры образцов биопленок на разных стадиях роста. Спектр образца 
после 6 ч роста в основном мало отличается от спектра питательной среды для образования 
биопленки. Изменения проявляются лишь в некоторых полосах – 1425, 1550, 1680 см-1, что, по-
видимому, соответствует вкладу белков. Спектр МПБ представляет собой широкие плохо 
разрешенные полосы, соответствующие суммарному поглощению различных аминокислот, коротких 
полипептидов и прочих компонент. Однако на более поздних сроках роста в спектре преобладают 
узкие полосы, соответствующие поглощению структурно упорядоченных белков. Резкое сокращение 
спектрального вклада питательной среды связано, по нашему мнению, с изменением гидрофобности 
поверхности. На ранних стадиях роста гидрофильная поверхность подложки с адсорбированными 
одиночными клетками хорошо удерживает воду с растворенными в ней элементами МПБ. После 12 ч 
бактериального роста образуется развитая бактериальная пленка с гидрофобной поверхностью [24], 
которая лучше освобождается от остатков культуральной жидкости в процессе подготовки образцов.  
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Рис. 7. Интенсивность в максимуме полосы амид1 
(1655 см-1) белка (темные символы), интенсивность 

в максимуме 1060 см-1 полосы поглощения 
полисахаридов (светлые символы)  

от времени роста биопленки. Точки, соответствующие 
6 ч, получены вычитанием спектра мясопептонного 

бульона из спектра 6-часовой биопленки
Fig. 7. Intensity at the maximum of the amide1 band 
(1655 cm-1) of the protein (dark symbols), intensity at 
the maximum of 1060 cm-1 of the absorption band of 

polysaccharides (light symbols) versus  
the biofilm growth time. The points corresponding to 6 h 

were obtained by subtracting the MPB spectrum from the 
6 h biofilm spectrum
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Зависимость интенсивности поглощения белка на 1655 см-1 и суммарной полосы фосфатных 

групп и полисахаридов на 1060 см-1 от времени роста представлена на рис. 7. На зависимости можно 
выделить характерные участки роста биопленки: лаг-период до 6 ч, постоянная скорость накопления 
– 6–24 ч. При сравнении зависимостей, полученных при определении концентрации белков и ЭПС 
(см. рис. 3, 4), а также из ИК-спектров (см. рис. 7), обнаруживается их близкое сходство (rбелков = 0,913; 
rэпс = 0,881), что указывает на идентичность химической природы исследуемых веществ. Обращает на 
себя внимание тот факт, что суммарное поглощение белка и суммарное поглощение фосфатных 
групп ДНК и полисахаридов в спектре меняется симбатно (r = 0,998) (см. рис. 7).  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
1. Результаты исследования химического состава и морфологии биопленок B. subtilis на разных 

стадиях роста комплексом спектральных, микробиологических и микроскопических методов 
согласуются с литературными данными [25, 26]. 

2. Показано, что увеличение биомассы в биопленке B. subtilis коррелирует с накоплением белка 
(r = 0,795) и ЭПС (r = 0,998), что отражает зависимость между биосинтезом необходимых 
метаболитов, ростом клеток и продукцией полимерного матрикса. 

3. Результаты ИК-спектроскопии коррелируют (rбелков = 0,913; rэпс = 0,881) с данными 
биохимических исследований и позволяют проводить оперативную оценку накопления белков, 
полисахаридов и нуклеиновых кислот, а также дают информацию об их структурном состоянии в 
биопленке в процессе культивирования микробной культуры и образования биопленки.  

4. Полученные результаты позволяют сделать вывод, что СЭМ и Фурье ИК-спектроскопия в 
предложенном варианте применения дают возможность получать взаимодополняющую информацию 
о морфологии и химическом составе микробных биопленок в процессе культивирования.  
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щение спектрального вклада питательной среды 
связано, по нашему мнению, с изменением гидро-
фобности поверхности. На ранних стадиях роста 
гидрофильная поверхность подложки с адсорби-
рованными одиночными клетками хорошо удер-
живает воду с растворенными в ней элементами 
МПБ. После 12 ч бактериального роста образует-
ся развитая бактериальная пленка с гидрофобной 
поверхностью [24], которая лучше освобождается 
от остатков культуральной жидкости в процессе 
подготовки образцов. 

Зависимость интенсивности поглощения бел-
ка на 1655 см-1 и суммарной полосы фосфатных 
групп и полисахаридов на 1060 см-1 от времени 
роста представлена на рис. 7. На зависимости 
можно выделить характерные участки роста био-
пленки: лаг-период до 6 ч, постоянная скорость 
накопления – 6–24 ч. При сравнении зависимо-
стей, полученных при определении концентрации 
белков и ЭПС (см. рис. 3, 4), а также из ИК-спек-
тров (см. рис. 7), обнаруживается их близкое сход-
ство (rбелков = 0,913; rэпс = 0,881), что указывает на 
идентичность химической природы исследуемых 
веществ. Обращает на себя внимание тот факт, что 
суммарное поглощение белка и суммарное погло-
щение фосфатных групп ДНК и полисахаридов в 
спектре меняется симбатно (r = 0,998) (см. рис. 7). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. Результаты исследования химического со-

става и морфологии биопленок B. subtilis на раз-
ных стадиях роста комплексом спектральных, 
микробиологических и микроскопических методов 
согласуются с литературными данными [25, 26].

2. Показано, что увеличение биомассы в био-
пленке B. subtilis коррелирует с накоплением 
белка (r = 0,795) и ЭПС (r = 0,998), что отражает 
зависимость между биосинтезом необходимых 
метаболитов, ростом клеток и продукцией поли-
мерного матрикса.

3. Результаты ИК-спектроскопии коррелируют 
(rбелков = 0,913; rэпс = 0,881) с данными биохимиче-
ских исследований и позволяют проводить опера-
тивную оценку накопления белков, полисахари-
дов и нуклеиновых кислот, а также дают инфор-
мацию об их структурном состоянии в биопленке 
в процессе культивирования микробной культуры 
и образования биопленки. 

4. Полученные результаты позволяют сде-
лать вывод, что СЭМ и Фурье ИК-спектроскопия 
в предложенном варианте применения дают воз-
можность получать взаимодополняющую инфор-
мацию о морфологии и химическом составе ми-
кробных биопленок в процессе культивирования. 
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