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Аннотация. Изучали влияние гумата и поверхностно-активных веществ на процес-
сы сорбции и десорбции микроорганизмов со стеклянных гидрофобизированных 
поверхностей. Проведённые эксперименты показали, что количество клеток микро-
организмов и спор, остающихся связанными с поверхностью гидрофобизированных 
предметных стёкол при наличии в растворе определённой концентрации коммерче-
ского препарата гумата калия Powhumus или ПАВ «Твин-21» и «Твин-85» ниже, 
чем при их отсутствии. В случаях добавления гумата или «Твин-21» в концентраци-
ях 0,5 и 1 г/л сорбция клеток Yarrowia lipolytica и спор Bacillus thuringiensis проис-
ходила менее интенсивно, чем при их отсутствии. Показано, что гумат Powhumus и 
ПАВ «Твин-21» и «Твин-85» в концентрациях 1 и 2 г/л снижают адгезию клеток 
Y. lipolytica и спор B. thuringiensis и усиливают их десорбцию со стеклянной по-
верхности, обработанной парафином или силиконовым гелем. При тех же концен-
трациях Powhumus и «Твин-21» нарушают целостность плёнок парафина на по-
верхности стёкол. Раствор «Твин-85» в концентрации 1 и 2 г/л практически не сни-
жал количество клеток Y. lipolytica, адсорбированных на парафинизированной по-
верхности, однако на стёклах, обработанных силиконовым гелем, в обоих случаях 
наблюдали уменьшение их числа. При этом ПАВ проявлял большую активность, 
чем гуминовые вещества. 
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Введение 

Согласно литературным данным [3; 4; 8; 9; 12], наиболее перспектив-
ными методами очистки нефтезагрязнённых сточных вод являются биотех-
нологические, основанные на применении иммобилизованных бактериаль-
ных клеток. Это направление имеет особые перспективы как с позиций эко-
логии, так и экономики [16; 20]. Жизнедеятельность микроорганизмов силь-
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но зависит от степени адгезии, которая существенно меняет их физиологи-
ческую активность и способность к деструкции загрязняющих веществ [4; 
5]. Не менее активно разрабатываются и совершенствуются и технологии 
биоремедиации загрязнённых нефтью и нефтепродуктами почв [1]. При 
биоремедиации важной задачей является подбор веществ, облегчающих 
взаимодействие нефтеокисляющих микроорганизмов с нефтепродуктами 
[18]. Применяемые поверхностно-активные вещества (ПАВ) как синтетиче-
ские, так и образуемые используемыми в технологии алканотрофными бак-
териями, повышают биодоступность углеводородов для микроорганизмов 
[9; 15]. Опубликованы сообщения об ускорении элиминирования нефтеза-
грязнений под действием гуминовых веществ (ГВ) [19]. В литературе име-
ются указания на то, что ГВ снижают токсичность алифатических и арома-
тических углеводородов и стимулируют процессы микробиологического 
нефтеразрушения [13]. Также высказано предположение и получены мате-
риалы, свидетельствующие о том, что ослабление токсического действия 
нефтепродуктов на организмы и ускорение элиминирования нефтезагрязне-
ний микроорганизмами связаны со способностью ГВ вести себя как поверх-
ностно-активные агенты [7; 14; 17]. 

Целью данного исследования является оценка влияния ГВ на адгезию и 
десорбцию микроорганизмов с гидрофобизированной поверхности. Эффек-
ты ГВ на изучаемые процессы сопоставляли с действием таких типичных 
детергентов, как «Твин-21» и «Твин-85». 

Материалы и методы 

Для проведения исследований использованы споры культуры Bacillus 
thuringiensis и вегетативные клетки дрожжей Yarrowia lipolytica [2]. Штамм 
B. thuringiensis subsp. kurstaki 7–14 кс. получен О. Ф. Вятчиной при исследо-
вании эпизоотии лиственничной мухи (Hylemyia laricicola) в Камчатской 
области. Для получения бактериальных спор культуру B. thuringiensis вы-
ращивали на среде РПА при температуре 28–30 ºС в течение 7 сут. При 
98%-ном высыпании спор их смывали дистиллированной водой. Далее сус-
пензию микроорганизмов доводили до нужного титра, оценивая оптическую 
плотность при λ = 400 нм [10]. Культура Y. lipolytica входит в состав углево-
дородокисляющего микробиологического препарата «Деворойл», который 
разработан в Институте микробиологии РАН и НПП «Биотехинвест» [11]. 
Нефтеокисляющие штаммы культивировали на синтетической среде № 1 
для углеводородокисляющих микроорганизмов [6; 10]. Для получения уби-
тых клеток микроорганизмов их суспензии обрабатывали УФ-лучами под 
бактерицидной лампой в течение 40 мин. Кроме того, суспензию микроор-
ганизмов нагревали на водяной бане при 60 °С в течение 20 мин или авто-
клавировали при давлении 1,5 атм. и температуре 120 °С. Источником ГВ 
служил коммерческий препарат гумата калия Powhumus (Humintech Ltd., 
Германия), производимый по стандартной технологии мокрой щелочной 
экстракцией из окисленного угля (леонардита). ПАВ «Твин-21» и «Твин-85» 
произведены Loba Chemie Pvt. Ltd. (Индия). 
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В роли сорбирующих поверхностей в работе использовали необрабо-
танные стёкла размером 2×2 см и стёкла, предварительно покрытые тонким 
слоем силиконового геля или парафина. На гидрофобизированные поверх-
ности наносили каплю суспензии клеток или спор бактерий, спустя 10 мин 
промывали дистиллированной водой и подсчитывали количество клеток, 
сорбировавшихся на поверхности. Подсчёт проводили при увеличении 400× 
в десяти полях зрения с определением среднего значения и пересчётом ко-
личества клеток на единицу площади. Затем стёкла переносили в растворы 
гумата, либо ПАВ разной концентрации. Спустя 30 мин проводили подсчёт 
клеток и спор микроорганизмов, оставшихся прикрёпленными к гидрофоб-
ным поверхностям сорбента.  

Выполнена также серия экспериментов по адгезии убитых УФ-
излучением, автоклавированием и действием высоких температур клеток 
культуры Y. lipolytica и анализу влияния ГВ и ПАВ на десорбцию микроор-
ганизмов. 

Все эксперименты проводили не менее чем в пяти независимых опытах 
с тремя параллельными измерениями в каждом. Для статистической обра-
ботки данных использованы общепринятые методы с применением про-
грамм Statgraf 3.0 и Excel из пакета MS Office 2003. Значимость различий 
определяли с помощью критерия Стьюдента. Выводы сделаны при вероят-
ности безошибочного прогноза р ≥ 0,95. 

Результаты и обсуждение 

На первом этапе работы наблюдали сорбцию клеток микроорганизмов 
при нанесении их суспензий на предварительно обработанные силиконовым 
гелем или парафином стёкла в присутствии гумата либо при его отсутствии.  

Как видно из данных табл. 1, в случаях добавления гумата или «Твин-
21» в концентрациях 0,5 и 1 г/л сорбция клеток Y. lipolytica и спор B. thurin-
giensis происходила менее интенсивно, чем при их отсутствии. Так, число 
клеток Y. lipolytica на поверхности необработанных стёкол при концентра-
ции гумата 0,5 г/л снизилось с 671,0±100,6 кл/мм2 до 389,0±58,5 кл/мм2, а на 
стёклах, обработанных силиконовым гелем, с 659,0±99,0 кл/мм2 до 
483,0±72,3 кл/мм2. 

В отличие от живых, клетки Y. lipolytica, убитые УФ-излучением, авто-
клавированием и действием высоких температур, практически не прикреп-
лялись к поверхностям, гидрофобизированным парафином. 

На следующем этапе работы изучали влияние гумата, а также ПАВ, 
«Твин-21» и «Твин-85» на процессы десорбции клеток и спор микроорга-
низмов. Проведённые эксперименты показали, что количество клеток мик-
роорганизмов и спор, остающихся связанными с поверхностью гидрофо-
бизированных предметных стёкол при наличии в растворе определённой 
концентрации Powhumus или «Твин» ниже, чем при их отсутствии. Напри-
мер, при содержании 2 г/л Powhumus численность клеток Y. lipolytica на по-
верхности предметных стёкол, гидрофобизированных парафином, уже через 
30 мин падала вдвое. Увеличение времени экспозиции сопровождалось 
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снижением числа клеток Y. lipolytica и спор B. thuringiensis, остающихся 
прикреплёнными к гидрофобным поверхностям. Так, при концентрации гу-
мата 2 г/л количество клеток Y. lipolytica на поверхности стёкол, обработан-
ных силиконовым гелем, спустя час от начала эксперимента снизилось с 
1422,0±213,2 до 795,0±118,8 кл/мм2, а ещё через час – до 669,0±100,0 кл/мм2. 
В схожих экспериментах со спорами B. thuringiensis обнаружили, что влия-
ние гумата с концентрацией 2 г/л через час приводило к полной элиминации 
спор с силиконизированного стекла (табл. 2). 

Таблица 1 
Количество клеток (кл/мм2) Y. lipolytica и спор B. thuringiensis, прикрепившихся  

на поверхности предметных стёкол  

Состав суспензии 
микроорганизмов 

Состав гидрофобизированной поверхности 

Стёкла,  
покрытые  
парафином 

Стёкла, покрытые 
силиконовым 

гелем 

Необработанные 
стёкла (контроль) 

С
ус
пе
нз
ия

  
кл
ет
ок

  
ил
и 
сп
ор

 Y. lipolytica 659,0±99,0 772,0±116,0 671,0±100,6 

B. thuringiensis 329,0±49,7 671,0±100,6 445,0±66,7 

С
ус
пе
нз
ия

 к
ле
то
к 

 
ил
и 
сп
ор

 с
 д
об
ав
ле
ни
ем

  
гу
м
ат
а 

P
ow

hu
m

us
 

1,
0 
г/
л Y. lipolytica 335,0±49,7 565,0±84,9 181,0±27,1 

B. thuringiensis 223,0±33,3 459,0±68,6 194,0±28,9 

0,
5 
г/
л Y. lipolytica 483,0±72,3 758,0±113,9 389,0±58,5 

B. thuringiensis 305,0±45,9 645,0±33,9 338,0±50,9 

С
ус
пе
нз
ия

 к
ле
то
к 

 
ил
и 
сп
ор

 с
 д
об
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ле
ни
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«Т
ви
н-

21
» 1,

0 
г/
л Y. lipolytica 192,0±28,9 114,0±16,9 69,0±10,1 

B. thuringiensis 99,0±15,1 65,0±10,1 82,0±12,6 

0,
5 
г/
л Y. lipolytica 221,0±33,3 189,0±28,3 96,0±14,5 

B. thuringiensis 191,0±28,3 178,0±27,1 123,0±18,2 
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1 
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Близкую картину наблюдали и в опытах по изучению действия «Твин» 
на десорбцию Y. lipolitica с гидрофобизированных парафином или силико-
новым гелем поверхностей стёкол. Раствор «Твин-21» в концентрации 2 г/л 
через 2 ч также полностью очищал поверхности гидрофобизированных стё-
кол от клеток Y. lipolytica (табл. 3). Раствор «Твин-85» в концентрации 1 и 
2 г/л практически не снижал количество клеток Y. lipolytica, адсорбирован-
ных на парафинизированной поверхности, однако на стёклах, обработанных 
силиконовым гелем, в обоих случаях наблюдали уменьшение их числа. 

Таблица 3  
Количество клеток (кл/мкм2) Y. lipolytica, остающихся прикрёпленными  

к поверхности гидрофобизированных парафином или силиконовым гелем стёкол 
после обработки «Твин-21» и «Твин-85»  

Концентрация 
раствора 

Длительность экспозиции, ч 
0 1 2 24 

Поверхность стёкол, покрытая силиконовым гелем 
«Твин-21» 1г/л  857,0±128,3 359,0±54,1 301,0±45,3 165,0±24,5 
«Твин-21» 2г/л 269,0±40,3 152,0±22,6 0 0 
«Твин-21» 4г/л 0 0 0 0 
Контроль (вода) 772,0±115,7 786,0±117,6 562,0±84,3 516,0±77,4 

Поверхность стёкол, покрытая парафином 
«Твин-21» 1г/л  332,0±49,7 25,0±3,8 0 0 
«Твин-21» 2г/л 304,0±45,9 15,0±2,5 0 0 
«Твин-21» 4г/л 214,0±32,1 9,0±1,3 0 0 
Контроль (вода) 347,0±52,2 320,0±47,8 216,0±32,7 145,0±22,0 

Поверхность стёкол, покрытая силиконовым гелем 
«Твин-85» 1г/л  652,0±98,1 508,0±76,1 318,0±47,8 233,0±35,2 
«Твин-85» 2г/л 618,0±92,5 392,0±59,1 255,0±38,4 160,0±23,9 
«Твин-85» 4г/л 545,0±81,7 546,0±81,8 434,0±65,4 288,0±43,4 
Контроль (вода) 661,0±99,4 581,0±87,4 544,0±81,1 486,0±72,9 

Поверхность стёкол, покрытая парафином 
«Твин-85» 1г/л  745,0±111,9 723,0±108,8 712,0±106,3 640,0±96,2 
«Твин-85» 2г/л 558,0±83,6 739,0±110,1 547,0±82,4 465,0±69,8 
Контроль (вода) 1088,0±162,9 869,0±130,2 931,0±139,4 929,0±139,6 

Следует отметить, что хотя процесс десорбции клеток и спор исследуемых 
микроорганизмов наблюдался и в контрольных опытах, его интенсивность ока-
залась существенно меньше, нежели в присутствии гумата и ПАВ «Твин». 

Микроскопирование выявило, что гуминовые вещества и ПАВ не толь-
ко очищали гидрофобизированную поверхность стёкол от клеток и спор 
микроорганизмов, но и частично нарушали целостность плёнок парафина 
(рис.). При этом ПАВ проявляли бόльшую активность, чем гуминовые ве-
щества. Например, начало отслоения плёнки парафина с поверхности пред-
метного стекла в вариантах с «Твин-21» и «Твин-85» (2 г/л) происходило 
спустя 2 ч, а при использовании равных концентраций гумата – только через 
сутки. 
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Рис. Внешний вид парафинизированной поверхности предметных стёкол. А – 

при взаимодействии с водой (контроль); Б – после обработки ПАВ «Твин-21» 

Заключение 

Проведённые эксперименты продемонстрировали способность гумата 
подобно ПАВ ослаблять сорбцию клеток и спор микроорганизмов на по-
верхности стёкол, гидрофобизированных парафином или силиконовым ге-
лем, а также усиливать их десорбцию с гидрофобизированных поверхно-
стей.  Следовательно, важно учитывать, что в биохимических процессах, 
протекающих в биотопливных элементах, гуматы могут нарушать взаимо-
действие клеток микроорганизмов с электродами.  

Следует также  отметить, что гуматы и ПАВ инициировали отслоение 
пленки парафина от сорбента. Последнее, учитывая экологичность гуматов, 
позволяет предполагать перспективы использования гуминовых веществ в 
процессах очистки сред, загрязнённых углеводородами нефти.   
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The Influence of Humat on Adhesion of Cells and Spores of 
Microorganisms and their Desorption from Hydrophobized 
Surfaces  

D. I. Stom1,2,3, I. A. Bogdanova1, M. N. Saksonov1, V. M. Tolstoy3,  
L. I. Yevtushenko4, Beizhen Xie5 
1Irkutsk State University, Irkutsk 
2Baikal Museum ISC SB RAS, Listvyanka  
3Irkutsk National Research Technical University, Irkutsk 
4G. K. Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms RAS,  
Pushchino 
5Beihang University, Beijing 

Abstract. The influence of humate and surfactants on the processes of sorption and de-
sorption of microorganisms from hydrophobizated surfaces is investigated. The experi-
ments showed that the number of cells of microorganisms and spores, that remain associ-
ated with the surface of hydrophobic glass slides in the presence in solution of certain 
concentration Powhumus concentrated humic acid substance or Twin Series of surfactants 
is lower, than in their absence. In the cases of adding humate or Tween 21 at concentra-
tions of 0.5 and 1 g/l sorption of Y. lipolytica cells and spores of B. thuringiensis was less 
intense than in their absence. It is shown that Powhumus, Tween 21 and Tween 85 de-
crease the adhesion of Y. lipolytica cells and spores of B. thuringiensis and increase the 
desorption of microorganism’s cells and spores from the surfaces of glasses covered by 
paraffine or silicone gel in concentrations 1 and 2 g/l. At the same concentrations of 
Powhumus and Tween 21 disturbed films of paraffine on surfaces of glasses. It should be 
noted that the solution of Twin 85 at a concentration of 1 and 2 g/l did not reduce the 
number of cells of Y. lipolytica, adsorbed on parafinirovannaja the surface, but on glass, 
treated silicone gel, in both cases, saw a decrease in their numbers. In this case the surfac-
tant were more active than humic substances. 

Keywords: humic substances, detergents, adsorbents, microorganisms, sorption, desorption. 
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