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Применение свободных бактерий в промышленных биотехнологических процессах имеет ряд 

существенных ограничений. Так, они чувствительны к неблагоприятным условиям (механическим 

воздействиям, колебаниям рН и температуры), что снижает их эффективность и продуктивность; 

высокая плотность клеточной суспензии может приводить к агломерации и неравномерному 

распределению в реакторе, из-за чего происходит ухудшение массообмена и доступа субстрата [1]. 

Иммобилизация микроорганизмов позволяет повысить стабильность клеток, облегчить отделение 

биомассы от целевого продукта, снизить стоимость биопроцессов за счет применения таких 

биокатализаторов в нескольких циклах и служит фундаментальной предпосылкой 

для масштабирования производства [2]. Инкапсуляция в гидрогели наряду с другими методами 

иммобилизации обладает ключевыми преимуществами. Гели на основе природных и синтетических 

полимеров, таких как альгинат [3,4], агар, полиэтиленгликоль (ПЭГ), поливиниловый спирт, (ПВС) [5], 

силикагели [6] и полиакриламид создают трехмерную пористую структуру, которая не только 

удерживает клетки, но и обеспечивает эффективный массообмен, позволяя субстратам и продуктам 

реакции свободно диффундировать [7]. Важным преимуществом является возможность точного 

контроля свойств гелевой матрицы (пористости, механической прочности, гидрофильности) 

для оптимизации условий иммобилизации определенных микроорганизмов [8]. Использование золь-

гель технологии давно вызывает интерес как доступный способ стабилизации биокатализаторов [9–

11]. Однако основными ограничениями для иммобилизации связаны с выделением спиртов, усадкой 

при сушке и далеко не нейтральные значения рН для прохождения синтеза. Это послужило стимулом 

для разработки стратегий, направленных на формирование неорганических частиц у поверхности 

клеток при участии органических структурообразующих гидрогелей. Так, полиолатные соединения 

кремния и титана сочетают в себе преимущества алкоксидов и органических компонентов и являются 

перспективным материалов в качестве матрицы для иммобилизации целых клеток микроорганизмов. 

В работе исследовали возможность направленного инкапсулирования целых клеток бактерий 

различного типа в гидрогели на основе полиэтиленгликолятов кремния (Si-ПЭГ) и титана (Ti-ПЭГ), 

полученные и любезно предоставленные научной группой под руководством д.х.н. Хониной Т.Г. 

(Институтом органического синтеза им. И.Я. Постовского УрО РАН). Объектами инкапсулирования 

выбраны грамотрицательные бактерии Escherichia coli MG1655 (E. coli MG1655) и грамполо-

жительные бактерии Rhodococcus qingshengii X5 (R. qingshengii X5). Выбор E. coli MG1655 обусловлен 

их широким использованием в качестве основной модельной системы для генетических исследований 

[12], получения рекомбинантных белковых молекул [13]. Возможность перенаправления 

метаболических путей бактерий позволяет использовать ее в методах очистки окружающей среды, 

производства биотоплива. R. qingshengii способны к утилизации широкого спектра органических 

соединений, среди которых алканы, ароматические углеводороды, а также их производные [14]. 

Помимо деградации поллютантов эти бактерии способны к синтезу различных практически значимых 

соединений, в число которых входят антибиотики [15], а также каротиноиды, фенилпропаноиды 

(куркумин А, В) [16], сидерофоры, биосурфактанты [17]. Особое значение в выборе объектов имеют 

различия в строении клеточных стенок этих микроорганизмов: грамотрицательный E. coli с липополи-

сахаридной мембраной и грамположительный R. qingshengii с толстым пептидогликановым слоем 

и миколовыми кислотами, возможно, по-разному будет взаимодействовать с гидрогелем, что повлияет 

функциональные характеристики биокатализаторов. 

Определение эффективности инкапсулирования проводили путем высева свободных 

и иммобилизованных в гидрогели клеток на питательную среду LB и последующего инкубирования 

в термостате в течении 2 суток. Эффективность инкапсуляции рассчитывали по формуле 1: 
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ЭИ,% =
lg𝑁

lg𝑁0
× 100     (1) 

где N – количество живых клеток, высвободившихся из инкапсулированных гидрогелей,  

N0 – количество свободных клеток до инкапсуляции. 

Полученные данные представлены в таблице 1. 

 

Таблица  1 –  Эффективность инкапсулирования целых клеток бактерий 

Клетки Свободные клетки, КОЕ/мл 
Si-ПЭГ, 
КОЕ/мл 

ЭИ (Si-ПЭГ), % 
Ti-ПЭГ, 
КОЕ/мл 

ЭИ (Ti-ПЭГ), % 

E coli MG1655 (1.0±0.1)×1010 (2±1)×107 72 (3±1)×105 54 
R. qingshengii X5 (3±1)×109 (2±1)×107 77 (4±2)×104 50 

 

При сравнении полученных результатов можно выделить, что степень инкапсуляции в гидрогель 

Si-ПЭГ не менее 70%, а в гидрогель Ti-ПЭГ ― около 50%. В первую очередь это может быть связано 

с антимикробными свойствами аморфного диоксида титана. Антимикробная активность TiO2 

реализуется за счет его положительно заряженной поверхности, а оболочка микроорганизмов 

заряжена отрицательно. При контакте поверхностей между собой возникает деполяризация, за счет 

чего нарушается барьерная функция мембраны. Молекулярные мишени — мембран-связанные белки, 

липополисахариды (грам-), липотейхоевые кислоты (грам+). Адгезия к поверхности может 

сопровождаться возникновением механических напряжений и образованием микропор в мембране, 

что приводит к нарушению функций натрий-калиевого насоса, а как следствие — ионного равновесия, 

и клетка постепенно погибает [18]. 

Каталитическую активность микроорганизмов можно определяли по содержанию 

аденозинотрифосфата (АТФ) в пробе. При биолюминисцентном методе АТФ извлекается из клеток 

посредством их лизиса, а затем вступает в реакцию с люциферином и в присутствии фермента 

люциферазы и ионов Mg2+ (рисунок 1). 

 
Рисунок 1. Принцип биолюминисцентного метода определения АТФ 

 

Для свободных и инкапсулированных клеток бактерий фиксировали два параметра: 

интенсивность и время свечения микробной суспензии (рисунок 2). Анализ проводили до тех пор, пока 

значения интенсивности свечения не достигнет значения контрольного образца. Свободные 

и инкапсулированные клетки не люминесцируют без добавления специальных реагентов, поэтому 

результаты не искажены дополнительными свечениями.  

Свободные бактерии характеризуются самой высокой интенсивностью и длительностью 

свечения, что обусловлено большим количеством живых клеток и беспрепятственной экстракции 

молекул АТФ. Для иммобилизованных клеток в гидрогели на основе Si-ПЭГ интенсивность свечения 

снижается на 7% и 16% для R. qingshengii и E. coli, соответственно. Время свечения для R. qingshengii 

остается практически неизменным, а для кишечной палочки снижается в 2 раза. Для клеток 
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в гидрогелях на основе титана интенсивность свечения составила 5% от свечения свободных клеток, 

время свечения составило 10 и 15 минут для R. qingshengii и E. coli, соответственно. Такие низкие 

результаты могут быть обусловлены токсичными эффектами диоксида титана, который образуется 

в результате золь-гель процесса. Бактерии оказываются в состоянии окислительного стресса [18], 

в результате которого генерируются внутриклеточные активные формы кислорода, вызывающие 

деструктивные эффекты внутри клетки, окисление внутриклеточного кофермента А и перекисное 

окисление большого количества липидов, что приводит к снижению дыхательной активности и гибели 

клеток. 

 

 
Рисунок 2. Диаграмма интенсивности свечения свободных микроорганизмов и микроорганизмов, инкапсулиро-

ванных в гидрогели на основе Si-ПЭГ (а), инкапсулированных в Ti-ПЭГ (б) 

 

Ввиду антимикробного действия гидрогеля на основе Ti-ПЭГ дыхательную активность изучали 

только для инкапсулированных бактерий в гидрогели из Si-ПЭГ. Оценку проводили с применением 

биосенсорного подхода с помощью кислородного электрода типа Кларка. Параметры чувствительности 

и стабильности биосенсоров на основе биокатализаторов приведены в таблице 2. 

 

Таблица  2 – Характеристики биосенсоров на основе биокатализаторов – иммобилизованных 

бактерий в полиолсодержащие гидрогели кремния 

Характеристики E.coli MG1655 R. qingshengii X5 
Диапазон определяемых концентраций, ммоль/л 1-21 1-20 

Коэффициент чувствительности, мгO2 × мин−1 × ммоль−1 0.116±0,002 0.068±0,002 
Относительное стандартное отклонение, % 13 4 

Долговременная стабильность, дни 9 8 

 

Коэффициент чувствительности сенсора на основе биокатализатора Si-ПЭГ/E.coli MG1655 

практически в 2 раза превосходит сенсор на основе Si- ПЭГ/R. qingshengii X5. Биосенсоры способны 

определять содержание глюкозы в широком диапазоне концентраций и в течении почти 10 дней.  

Полученные результаты демонстрируют, что гидрогели на основе Si-ПЭГ демонстрирует 

ключевые преимущества перед традиционными гелями, такими как альгинат и хитозан, обеспечивая 

оптимальную инкапсуляцию бактерий. В отличие от альгинатных систем, которые показывают 

высокую эффективность (74–90%), но подвержены биодеградации из-за ферментативного 

расщепления бактериями [19-20], Si-ПЭГ сохраняет структурную стабильность, предотвращая 

неконтролируемое разрушение. Хитозан, несмотря на хорошие барьерные свойства, часто снижает 

жизнеспособность клеток (34–67%) из-за потенциальной токсичности [21], тогда как Si-ПЭГ 
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полностью биосовместим. При этом Si-ПЭГ обеспечивает сопоставимую с альгинатом эффективность 

инкапсуляции (72–77%) для различных штаммов, включая E. coli и R. qingshengii, и превосходит  

Ti-ПЭГ на 18–27%. Таким образом, гидрогель Si-ПЭГ сочетает в себе лучшие свойства альгината 

(высокую эффективность) и хитозана (механическую прочность), исключая их недостатки, что делает 

их идеальными для долговременных бактериальных систем. 

 

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 24-24-20032, 

https://rscf.ru/project/24-24-20032/ и правительства Тульской области 
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