
РОССИЙСКИЙ НАУЧНЫЙ ЖУРНАЛ  № 1 (32) ' 2013

– 303 –

Введение
В результате деятельности человека в

окружающую среду попадают токсичные
соединения. Основными источниками заг-
рязнения биосферы являются химические
и фармацевтические предприятия. При
этом, методы биотехнологии в настоящее
время нашли широкое применнение [1].

Наиболее успешная стратегия для био-
логической очистки сточных вод – это ис-
пользование микроорганизмов-деструк-
торов, закрепленных на нерастворимых в
воде носителях [2]. Серьезное место сре-
ди загрязнителей занимают пиридин и его
производные. Впервые способность мик-
роорганизмов утилизировать пиридин
была обнаружена еще в начале ХХ века.
Были выделены бактерии Aerobacter aero-
genes, Serratia marcescens, Bacterium her-
bicola, которые росли на среде, содержа-
щей 0,1-0,5% пиридина, используя его
только в качестве источника азота [3].

Нами была выделена из почвы бактерия
Arthrobacter sp. KM-Р, способная к исполь-
зованию пиридина [4] в качестве един-
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Цель работы – сравнение активности
клеток штамма Arthrobacter sp. KM-Р им-
мобилизованных в гель (альгината каль-
ция) и клеток находящихся в суспензии по
отношению к пиридину.

     Материалы и методы исследова-
ния

Штамм Arthrobacter sp. КМ-Р, деструк-
тор пиридина был выделен методом на-
копительных культур [4] из образцов почв
загрязненных пиридинами. Для культиви-
рования микроорганизмов использовали
среду следующего состава (г/л): KH2PO4 –
0,2; MgSO4·7H2O – 0,2; FeSO4·7H2O – 0,01;
CaCl2·2H2O – 0,02; MnSO4·H2O – 0,002;
Na2MoO4 – 0,001; 0,5M MOPS-бикарбо-
натный буферный раствор – 1 л, pH 7,0 -
7,2. Пиридин вносили в концентрациях
1,5 - 3,4 г/л. Культуры выращивали на ка-
чалке при 220 об/мин в колбах объемом
750 мл, содержащих 200 мл среды с пи-
ридином. Рост культуры оценивали нефе-
лометрически. Присутствие пиридина в
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среде определяли по спектру поглощения
на спектрофотометре «Hitachi-200-20»
(Япония) при =255 нм.

В качестве ростового субстрата исполь-
зовали коммерческий реактив пиридина
марки «ч» (Россия). Для получения суспен-
зионных клеток культуры Arthrobacter sp.
КМ-Р выращивали до стационарной фазы
роста (18 час), которую оценивали нефе-
лометрически. Оптическая плотность сус-
пензии клеток при этом составляла 0,9 еди-
ниц и соответствовала концентрации
2х108 кл/мл. Клетки отделяли от среды
центрифугированием при 6000 g 10 мин.

Клетки Arthrobacter sp. КМ-Р иммобили-
зовали в альгинате кальция. Для этого сус-
пензию клеток Arthrobacter sp. КМ-Р в объе-
ме 100 мл приливали к 200 мл стерильного
3% раствора альгината натрия в дистилли-
рованной воде для получения 2% раствора
альгината натрия с клетками. Отдельно го-
товили 500 мл 0,2 М раствора CaCl2 в дис-
тиллированной воде и стерилизовали при 1
атм. Процесс иммобилизации клеток бакте-
рий осуществляли стерильно. Для этого 2%
раствор альгината натрия с клетками по кап-
лям вносили в колбу с 0,2 М CaCl2. Получен-
ные гранулы иммобилизованных в альгина-
те кальция клеток размером 1-1,5 мм выдер-
живали в 0,2 М растворе CaCl2 от 10 до 12
часов. Затем раствор CaCl2 сливали и поме-
щали гранулы в 300 мл стерильного 0,9% ра-
створа NaCl, в котором хранили иммобили-
зованные клетки Arthrobacter sp. КМ-Р при
4оС.

Для проведения деградации с помо-
щью суспензионных и иммобилизован-
ных клеток в минеральную среду вноси-
ли пиридин в концентрациях 1.5, 2.5, 3.0
и 3.4 г/л. В каждую из колб вносили по
1,0х109 клеток Arthrobacter sp. KM-Р в
виде 8,3 мл суспензии или 25 мл гранул
альгината кальция. Пробы из колб с на-
чальной концентрацией пиридина в сре-
де 1,5 г/л отбирали через каждые 3 часа, а
из колб, с другими концентрациями пи-
ридина – через каждые 6 часов. Гранулы
с иммобилизованными клетками отделя-
ли от питательной среды фильтрованием.

Результаты исследования
и их обсуждение

Первоначальная концентрация потреб-
ления пиридина культурой Arthrobacter sp.
KM-Р сразу после ее выделения из почвы
была на уровне 1,5 г/л в течение 36 часов
[5]. За время работы с культурой Arthrobac-
ter sp. KM-Р (2007-2012 гг.) ее активность
значительно повысилась. К моменту насто-
ящего исследования активность Arthrobac-
ter sp. KM-Р возросла почти в два раза и за
24 часа культура ассимилировала 2,5 г/л
пиридина. Более высокие концентрации
пиридина в среде (3,0 г/л) изначально за-
медляли, а содержание ксенобиотика 3,5
г/л и выше ингибировали рост культуры.

Повышение скорости расщепления пи-
ридина культурой Arthrobacter sp. KM-Р
при продолжительной работе с ней мож-
но объяснить процессами автоиндукции
клеток в результате многократных пересе-
вов на жидкую минеральную среду содер-
жащую более высокие концентрации это-
го соединения.

Таким образом, штамм Arthrobacter sp.
KM-Р способен расти на среде с высокой
концентрацией пиридина, полностью его
утилизирует и является одним из перспек-
тивных штаммов-деструкторов пиридина.
Это открывает возможности для исполь-
зования данного организма в очистке
сточных вод от пиридина. Использование
микроорганизмов в очистных сооружени-
ях при периодическом и (или) непрерыв-
ном культивировании приводит к накоп-
лению больших объемов биомассы, тре-
бующих утилизации. Использование им-
мобилизованных клеток микроорганиз-
мов для очистки сточных вод может из-
бавить от необходимости регулярной ути-
лизации больших количеств биомассы [6].
Микроорганизмы, включенные в носи-
тель, защищены от неблагоприятных воз-
действий. В тоже время, самому носите-
лю может быть придана любая удобная
для конкретного случая форма – гранула,
диск, нить, трубка и др.[7].

В качестве носителя для иммобилиза-
ции клеток Arthrobacter sp. KM-Р был ис-
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пользован кальций-альгинатный гель. Вы-
бор обусловлен относительно мягкими ус-
ловиями иммобилизации клеток, а также
возможностью их обеспечения питатель-
ными веществами и кислородом. Процесс
иммобилизации клеток Arthrobacter sp.
KM-Р контролировали под микроскопом.

Скорость утилизации пиридина иммо-
билизованными клетками Arthrobacter sp.
KM-Р сравнивали со скростью утилиза-
ции суспензионными клетками. Было вы-
яснено, что суспензионные клетки по ско-
рости утилизации пиридина несколько
опережают иммобилизованные. Пири-
дин, в концентрации 1,5 г/л был полнос-
тью утилизирован суспензионными клет-
ками за 6 часов. Иммобилизованные клет-
ки ассимилировали такую концентрацию
за 9 часов. Концентрация пиридина 2,5 г/
л  потребляется суспензионными клетка-
ми за 12 часов, а иммобилизованными в
альгинате кальция клетками за 18 часов.

Концентрация пиридина 3,0 г/л была
утилизирована суспензионными клетка-
ми за 18 часов, а 3.4 г/л – за 24 часа. Им-
мобилизованные клетки Arthrobacter sp.
KM-Р использовали те же в концентра-
ции субстрата (3,0 и 3,4 г/л) медленнее сус-
пензионных (30 и 32 часа, соответствен-

но).
Полученные результаты свидетельству-

ют о принципиальной возможности при-
менения иммобилизованных в альгинате
кальция клеток Arthrobacter sp. KM-Р для
очистки сточных вод от пиридина. Одна-
ко, каталитическая система с иммобилизо-
ванными клетками должна обеспечивать
технологические и экономические преиму-
щества по сравнению с микробиологичес-
кими процессами на основе суспензион-
ных клеток. Реализация преимуществ им-
мобилизованных клеток возможна только
при использовании их в биореакторах с
периодическим или непрерывным режи-
мом [6]. При этом в реакторе возможно ис-
пользование более высоких концентраций
иммобилизованных клеток Arthro- bacter
sp. KM-Р. Для функционирования высоких
концентраций аэробных бактерий в фер-
ментере требуется создание высоких ско-
ростей массопередачи за счет перемеши-
вания гранул катализатора. Механическая
прочность гранул альгината кальция допус-
кает такую возможность [8].

Наиболее перспективным может стать
проточный реактор с перемешиванием гра-
нул альгината кальция, напоминающий ва-
риант непрерывного культивирования сво-
бодных клеток микроорганизмов – хемос-
тат. Создание биореактора на основе иммо-
билизованных клеток Arthro- bacter sp. KM-
Р для очистки сточных вод от пиридина яв-
ляется следующим этапом нашей работы.
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