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В данной работе изучали тонкое строение бактериальной плёнки, сформированной на внутренней по-
верхности проточного реактора. Используя подходы сканирующей электронной микроскопии (SEM), 
исследовали детали рельефа биоплёнки. Анализировали действие электрохимически восстановлен-
ного водного (ERW) раствора на ультраструктуру биоплёнки, созданную планктонной формой E.coli 
и/или лактобактериями. Показано, что обработка посредством ERW-раствора разрушает полимерный 
матрикс биоплёнки и её клеточную компоненту.
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Во многих отраслях производства образование 
биоплёнки приводит к значительным потерям ре-
сурсов и снижению эффективности, что заставляет 
искать способы её удаления [1, 2]. Микробная 
плёнка образуется на границе твёрдой поверхности 
и влажной среды в виде многоклеточного сообще-
ства, погружённого в полимерный матрикс [3, 4]. 
По сравнению с планктонной формой биоплёнка, 
формируя собственный гомеостаз, обеспечивает 
микроорганизмам защиту от антибиотиков, а также 
от механического разрушения внешним потоком 
жидкости [5–7]. Повышение устойчивости к анти-
микробным препаратам требует значительного уве-
личения их концентрации в дезинфицирующих 
растворах, что оказывает дополнительную экологи-
ческую нагрузку на окружающую среду. Поэтому 
актуальной является разработка принципиально 
новых способов удаления биоплёнки, которые были 
бы одновременно экономичны, эффективны и эко-
логически безопасны. Альтернативу традиционной 
очистке представляет обработка электрохимически 
активированными (ЭХА) водными растворами, 
обладающими широким бактерицидным диапазоном 
действия [8, 9].

Цель настоящей работы состояла в том, чтобы 
исследовать эффект, который оказывает на клеточ-
ную компоненту и матрикс обработка бактериальной 
плёнки ЭХА-раствором.

Работа выполнена на бактериальной плёнке, 
сформированной в циркуляционном реакторе в усло-
виях лабораторного эксперимента [10–12]. Слой 
микроорганизмов формировался на внутренней по-
верхности пористой трубки из ПВХ в водном потоке, 
содержащем суспензию клеток кишечной палочки 
E. coli или/и молочнокислых бактерий. Бактериаль-
ную плёнку удаляли посредством обработки просвета 
трубки потоком ЭХА водного раствора —  католита 
(окислительно-восстановительный потенциал 
–50 мВ, рН 13,5). В качестве контроля использовали 
бактериальную плёнку, которую промывали обычной 
водой (окислительно-восстановительный потенциал 
+290 мВ, рН 7,3). Изменение тонкой структуры по-
верхности образца изучали посредством сканирую-
щей электронной микроскопии (SEM). Основные 
принципы подготовки препарата для SEM описаны 
ранее [13, 14]. Кратко, отрезок трубки циркуляцион-
ного реактора фиксировали в растворе 1,5% глутаро-
вого альдегида при 4 °C в течение 12 ч, затем в рас-
творе 1% OsO4 при комнатной температуре. После 
фиксации образец дегидратировали в батарее раство-
ров этанола возрастающей концентрации: 50, 75, 80, 
90 и 98%. Для удаления спирта образцы переносили 
в гексаметилдисилазан (HMDS), после чего высуши-
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вали на воздухе. Готовый препарат прикрепляли 
к дер жателю микроскопа с последующим нанесением 
на его поверхность плёнки платины (10 нм) в уста-
новке JFC-1600 (“JEOL”, Япония). Тонкую структуру 
рельефа поверхности изучали в сканирующем элект-
ронном микроскопе JSM-6390A (“JEOL”, Япония), 
используя режим вторичных электронов при ускоря-
ющем напряжении 10 кВ.

На рис. 1 представлены микрофотографии бак-
териальной плёнки, полученные посредством SEM. 
Препарат сформирован на внутренней поверхности 
пористой трубки из поливинилхлорида (ПВХ) в цир-
куляционном реакторе при разных условиях удале-
ния слоя бактерий.

Из рисунка видно, что используемый лаборатор-
ный реактор эффективен для формирования бакте-
риальной плёнки. Предложенная схема экспери-
мента позволяет как задавать параметры культиви-
рования бактериальной плёнки, так и моделировать 
условия воздействия. Сравнение ультраструктуры 
рельефа препарата после отмывки обычной водой 
или щелочным ЭХА водным раствором (католитом) 
показывает качественное различие рассматриваемых 
способов обработки. На микрофотографии (рис. 1а) 

контрольного препарата нельзя различить отдельные 
виды молочнокислых бактерий, но плотная много-
слойная упаковка клеток свидетельствует о форми-
ровании зрелого матрикса.

Иную картину мы наблюдали после промывки 
просвета трубки католитом (рис. 1б), когда проис-
ходило полное удаление клеточного состава. На 
обрабатываемой поверхности оставались отдельные 
фрагменты матрикса, которые не визуализировались 
посредством оптической микроскопии. Таким об-
разом, католит оказывал значительное дезинфици-
рующее действие, хотя фрагменты матрикса могут 
быть причиной быстрой регенерации бактериальной 
плёнки.

Представляет интерес формирование и дезинтег-
рация биоплёнки, сформированной композицией 
молочнокислых бактерий и E. coli. Кишечная па-
лочка сосуществует в симбиозе с человеком и легко 
распространяется во многих сферах его деятель-
ности. Поэтому в пищевом и сельскохозяйственном 
производстве этот микроорганизм служит санитар-
ным показателем состояния предприятия. Сравни-
тельные микрофотографии, иллюстрирующие дан-
ный эксперимент, представлены на рис. 2.

а б

Рис. 1. Сканирующая электронная микроскопия биоплёнки, сформированной только молочнокислыми бактери-
ями на внутренней поверхности ПВХ трубки циркуляционного реактора: (а) —  плёнка отмыта потоком обычной 
воды; (б) —  плёнка отмыта потоком католита, фракция ЭХА водного раствора.
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Рис. 2. Сканирующая электронная микроскопия биоплёнки, сформированной композицией кишечной палочки 
и молочнокислых бактерий на внутренней поверхности ПВХ-трубки циркуляционного реактора: (а) —  плёнка 
отмыта потоком обычной воды; (б) —  плёнка отмыта потоком католита, фракция ЭХА водного раствора.
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На рисунке 2а видно, что для контрольного препа-
рата характерна структура в виде колоний, содержащих 
клетки кишечной палочки. В результате обработки 
католитом вид плёнки существенно менялся (рис. 2б). 
Как и в случае без E. coli молочнокислые бактерии 
удалены, но на поверхности остались фрагменты кле-
ток. Результат анализа ПЦР с обратной транскрипцией 
(данные не представлены) показал, что эти фрагменты 
принадлежат кишечной палочке. Возможно, этот факт 
объясняется тем, что сцепление E. coli с относительно 
мягкой поверхностью трубки из ПВХ обусловлено не 
только адгезией, но и механическим закреплением 
посредством нитевидного придатка.

В завершение можно сделать следующие выводы. 
Морфологический анализ наличия на поверхности 
фрагментов матрикса и клеточной компоненты пред-
ставляет собой эффективный подход для оценки ка-
чества удаления биоплёнки. Обработка ЭХА водным 
раствором разрушает основные компоненты бакте-
риальной плёнки и производит выраженный дезин-
фицирующий эффект. Мы предполагаем, что католит, 
подавляя механизм адгезии бактерии к подложке, не 
влияет на механическое сцепление E. coli с микроре-
льефом поверхности посредством нитевидного при-
датка. Возможно, для более эффективного удаления 
матрикса следует использовать комбинированное 
воздействие обеих фракций ЭХА раствора.

Источник финансирования. Работа выполнено при 
поддержке гранта Российского научного фонда 17–
76–20014.
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BACTERIAL FILM DISINTEGRATION WITH ELECTROCHEMICALLY 
REDUCED WATER
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This work aimed to study the fine structure of bacterial films grown on the inner tuber surface of flow reactor. 
Applying scanning electron microscopy (SEM) approaches, the detailed biofilm relief was visualized. The action 
of electrochemically reduced water (ERW) on the biofilm ultrastructure generated by the plankton form of E.coli 
and/or lacto bacteria was investigated. Treatments with an ERW solution were exhibited to destroy the biofilm 
organic polymer matrix and bacterial cells embedded in a matrix.

Keywords: biofilm, scanning electron microscopy, flow cell reactor, E.coli, lactate bacteria, catholite.


