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биомассы бактерии Enterobacter cloacae K-7 методами колебательной
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Проведен сравнительный анализ спектров комбинационного рассеяния света (КРС) образцов свежей

(отделенной центрифугированием и отмытой от культуральной среды; без высушивания) и лиофилизиро-

ванной биомассы планктонной культуры бактерии Enterobacter cloacae K-7, а также инфракрасного (ИК)
спектра последней (в режиме пропускания). Показано, что для свежей биомассы наличие значительного

количества воды в образце в случае спектров КРС не приводит к маскировке или сдвигу основных полос

функциональных групп биомакромолекул, характерных для бактерий, в сравнении с лиофилизированными

клетками E. cloacae. Для последних как в спектрах КРС, так и в ИК спектрах также присутствуют

типичные для бактерий полосы колебаний основных функциональных групп. Полученные результаты

указывают на возможность использования обоих способов пробоподготовки бактериальных биомасс для

общего сравнительного анализа их биомакромолекулярного состава методом спектроскопии КРС, а также в

случае лиофилизированной биомассы методом ИК спектроскопии.
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Введение

Методы колебательной спектроскопии (в первую оче-

редь инфракрасная (ИК) спектроскопия и спектроскопия

комбинационного рассеяния света (КРС)) в последние

десятилетия показывают устойчивый рост их использо-

вания в различных областях микробиологии [1–4], в том

числе совместного — благодаря взаимодополняемости

получаемых данных [5–8]. Это в значительной степени

обусловлено относительной простотой пробоподготовки

и измерений при возможности получения информации

об общем биомакромолекулярном составе образцов на

уровне молекулярных функциональных групп (по поло-

сам колебаний групп атомов). Тем не менее обратной

стороной такой простоты применения указанных мето-

дов является требование строгого соблюдения основ-

ных методологических правил для получения инфор-

мативных спектров, отражающих реальное состояние

исследуемых микробиологических объектов. Богатая ин-

формация, содержащаяся в колебательных спектрах, во

многих случаях является также причиной сложности их

интерпретации. Ввиду этого методологические работы,

посвященные указанным методам, до сих пор актуальны

(например, [9–13]).
В настоящей работе проведен сравнительный анализ

спектров КРС образцов свежей биомассы (отделенной

центрифугированием и отмытой от культуральной сре-

ды; без высушивания) и полученной из нее лиофили-

зированной биомассы планктонной культуры бактерии

Enterobacter cloacae K-7, а также ИК фурье-спектров

последней. Интерес к данному объекту исследования

вызван тем, что многие бактерии рода Enterobacter

являются фитостимулирующими для высших расте-

ний [14–16], обладают другими полезными в агробио-

технологическом отношении свойствами и используются

в составе биоудобрений [17]. Помимо этого сам вид

E. cloacae обладает рядом дополнительных положитель-

ных свойств [14,18–20]. Лиофилизация (замораживание
биомассы клеток с последующим высушиванием в ваку-

уме) является одним из основных промышленных и ла-

бораторных способов приготовления сухих микробных

препаратов с целью их длительного хранения [21,22].
Важно отметить, что при этом значительная часть

клеток остается жизнеспособной, переходя в дормант-

ное (метаболически неактивное) состояние, что широко

используется в различных областях микробной биотех-

нологии [22–24]. Заметим, что для почвенных бактерий

также характерны циклические процессы высушивания

с повторным увлажнением в природной среде с сохра-

нением жизнеспособности [25]. Для практического при-

менения сухих бактериальных препаратов, в частности

в составе биоудобрений, важным параметром является
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их сохранность и эффективность при хранении, чему

уделяется особое внимание [26,27].

Материалы и методы исследования

Приготовление культуры бактерий

Культура E. cloacae K-7 получена из Коллекции

ризосферных микроорганизмов, поддерживаемой

в ИБФРМ РАН, Саратов, Россия (обращение

от 20.11.2025; https://collection.ibppm.ru/collection/

enterobacter/enterobacter-cloacae/); штамм выделен из

ризопланы топинамбура (Helianthus tuberosus L.) [20].
Прекультура выращивалась в стандартных условиях,

после чего культуру наращивали до конца

логарифмической фазы роста (18 h) на той же

солевой малатной среде, как указано ранее [13],
отделяли центрифугированием, дважды отмывали

физиологическим раствором (0.85% NaCl); часть

культуры высушивали лиофилизацией.

Измерение спектров КРС

Для получения спектров КРС свежей биомассы ис-

пользовали ее препарат после центрифугирования и

отмывания (без высушивания); препарат хранили в хо-

лодильнике перед измерениями не более суток; перед

началом измерений образец, помещенный в держатель

(см. ниже), выдерживали при комнатной температуре

в течение получаса. Лиофилизированную биомассу для

получения спектров КРС смешивали с KBr (реактив для

спектрального анализа) в соотношении 30 mg биомассы

+70mg KBr (для исключения разложения образца в

луче лазера), перетирали 5min в агатовой ступке до од-

нородности и переносили в держатель образца — стек-

лянную пробирку (внутренний диаметр 3mm, толщина

стенок 1.5mm). Измерения проводили, как описано

ранее [28], с использованием фурье-спектрометра RFS-

100 (
”
Bruker“, США; лазер с длиной волны возбуждения

1064 nm, мощность на образце ∼ 0.1W, время накопле-

ния спектра ∼ 3 h, разрешение 2 cm−1; управление при-

бором и коррекцию базовой линии спектров осуществ-

ляли с помощью программы OPUS Spectroscopy Software

(США), поставляемой вместе со спектрометром).

Измерение ИК спектров

Для измерения ИК спектра ∼ 2mg лиофилизиро-

ванной биомассы E. cloacae K-7 ресуспендировали в

0.200mL дистиллированной воды, наносили 0.100mL

полученной суспензии на гладкую поверхность диска

из стекла ZnSe (CVD-ZnSe,
”
R’AIN Optics“, Дзержинск,

РФ; диаметр 2.5 cm, толщина 2mm) и высушивали

при 45◦С в течение суток (формировалась достаточно

равномерная тонкая пленка, плотно прилегающая к по-

верхности ZnSe). Использовали ИК фурье-спектрометр

Nicolet 6700 (
”
Thermo Electron Corporation“, США) с
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Рис. 1. КРС образцов свежей (a) и лиофилизированной (b)
биомассы бактерии Enterobacter cloacae K-7. (Знаком ∗ на

спектрах отмечена широкая область поглощения стекла (около
1090 cm−1) пробирки, в которой находился образец).

разрешением 4 cm−1; иные детали измерений описаны

ранее [12].

Результаты и обсуждение

На спектре КРС свежей биомассы (рис. 1, a) сле-

дует отметить наличие интенсивной сильно уширен-

ной типичной полосы валентных колебаний OH-групп,

присутствующих в образце воды, связанных сильными

водородными связями, ν(O−H) с максимумом около

3210 cm−1. Некоторый вклад уширенной слабой по-

лосы, соответствующей ножничным (деформационным)
колебаниям H−O−H (около 1640 cm−1), заметен при

сравнении соотношения интенсивностей соседних полос

биомассы (при ∼ 1663 и ∼ 1450 cm−1; см. ниже) на

рис. 1, a и 1, b. За исключением этих отличий на обоих

спектрах КРС доминирует составная полоса с максиму-

мом ∼ 2934 cm−1, включающая наиболее интенсивные в

КРС полосы валентных колебаний ν(C−H) различных

алифатических групп (в диапазоне ∼ 3000−2800 cm−1;

эти полосы слабее в ИК спектрах; рис. 2). Из основных

можно отметить также полосы клеточных белков —

амид-I (более слабые в спектрах КРС широкие поло-

сы около 1663 cm−1, перекрывающиеся с поглощением

Оптика и спектроскопия, 2026, том 134, вып. 1
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ν(C=C) остатков ненасыщенных жирных кислот), амид-
II (∼ 1550 cm−1, слабые в спектрах КРС и перекрываю-

щиеся с полосой ν(C=C) индольного ядра триптофана)
и амид-III (слабые; ∼ 1250−1240 cm−1), полосы де-

формационных колебаний δ(C−H) алифатических групп

(при ∼ 1450 и ∼ 1340−1315 cm−1), полосы ДНК/РНК

(при ∼ 1125 и 784−781 cm−1), а также характерную

узкую полосу плоскостных деформационных (скелет-
ных) колебаний бензольных циклов фенилаланина и

триптофана около 1004 cm−1 [3,5,6,28].
Из сравнения данных рис. 1, a, b очевидно, что присут-

ствие значительного количества воды в свежей биомассе

не приводит к маскировке или сдвигу основных полос

колебаний функциональных групп биомакромолекул, ха-

рактерных для бактерий, в спектре КРС в сравнении

с лиофилизированными клетками E. cloacae. На обоих

спектрах на рис. 1, a и 1, b максимумы и относитель-

ные интенсивности основных полос, характерных для

спектров КРС грамотрицательных бактерий (см., напри-
мер, [3,6,9,28]), близки или совпадают.

Следует отметить, что использование бромида калия

(KBr) как оптически прозрачного вещества при пробо-

подготовке лиофилизированной биомассы для измере-

ний спектров КРС (см. подраздел
”
Измерение спектров

КРС“) не оказывало заметного влияния на положение и

относительную интенсивность полос (рис. 1, b). Извест-

но, однако, что использование полярной матрицы KBr

при пробоподготовке биологических образцов (вклю-
чая биомассу бактерий) для ИК спектроскопии может

приводить к существенному сдвигу полос полярных

функциональных групп [11]. В нашем случае отсутствие

заметного эффекта KBr в спектре КРС (рис. 1, b) может

определяться двумя основными факторами. Во-первых,

в отличие от ИК спектров наиболее интенсивными в

спектрах КРС являются полосы колебаний малополяр-

ных и неполярных функциональных групп. Во-вторых,

в настоящей работе содержание биомассы в смеси с

KBr для измерения спектра КРС составляло 30wt.%,

тогда как для ИК спектроскопии при использовании

матрицы KBr содержание образца в смеси составляет

обычно 1−2wt.%. Значительно больший избыток KBr

в последнем случае (особенно в случае прессования

образца в таблетки [11]), очевидно, может оказывать

более сильное влияние на полярные связи.

По виду спектра КРС свежей биомассы (рис. 1, а),
полученной центрифугированием водной суспензии кле-

ток, можно полагать, что по соотношению относитель-

ных интенсивностей широкой сильной полосы ν(O−H)
воды с максимумом ∼ 3209 cm−1 и наиболее интен-

сивной полосы ν(C−H) биоорганической составляющей

(при ∼ 2934 cm−1) возможна количественная оценка со-

держания биомассы клеток в водной суспензии (иными
словами, плотности суспензии культуры). Такая возмож-

ность определяется корреляцией относительных интен-

сивностей полос определенных функциональных групп в

спектрах КРС с общим относительным их содержанием

в исследуемом образце. Для подобной количественной
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Рис. 2. ИК спектр лиофилизированной биомассы бактерии

Enterobacter cloacae K-7.

оценки тем не менее требуются дополнительные калиб-

ровочные измерения спектров КРС суспензий клеток

с определенными значениями плотности (с известным

содержанием воды в суспензии).
В ИК спектре лиофилизированной биомассы

E. cloacae K-7 (рис. 2) присутствуют все основные по-

лосы, характерные для высушенных грамотрицательных

бактерий (см., например, [1,12,13,28]), а именно широкая

полоса ν(O−H) различных биомолекул и следов воды

(∼ 3600−2700 cm−1), на фоне которой проявляются

полосы ν(N−H) амидов (3288 cm−1) и ν(C−H)
алифатических групп (3000−2800 cm−1), характерные

полосы клеточных белков — амид-I (1652 cm−1),
амид-II (1544 cm−1) и амид-III (1235 cm−1), полоса

деформационных колебаний δ(C−H) алифатических

групп (1450 cm−1), полоса симметричных валентных

колебаний νs(COO
−) карбоксилатных групп

при ∼ 1398 cm−1 (соответствующая ей полоса

антисимметричных валентных колебаний νas(COO
−),

проявляющаяся обычно около 1580−1650 cm−1 белко-

выми полосами амид-I и амид-II), область поглощения

клеточных полисахаридов (∼ 1200−950 cm−1).
Спектры КРС и ИК спектр бактерии E. cloacae K-7 во

всем среднем ИК диапазоне (∼ 3500−500 cm−1) (рис. 1
и 2) публикуются, насколько нам известно, впервые

(в частности, спектр КРС для свежей биомассы (без
высушивания), полученной из планктонной культуры).
В литературе опубликованы спектры КРС (для воз-

буждающих лазеров с λ = 785 и 514.5 nm) штамма

E. cloacae A5149 в воздушно-сухом виде в диапа-

зоне 1800−500 cm−1 [29] и образцов (в воздушно-

сухом виде или с агаровых подложек) клинических

изолятов E. cloacae [30,31]. Все они показывают ана-

логичное положение основных полос ключевых функ-

циональных групп биомолекул. Опубликованы так-

же ИК спектры E. cloacae (ATCC 13047) в диапа-

зоне 1800−1000 cm−1 [32], биопленок дикого штамма

E. cloacae 67E1 и нескольких мутантных штаммов по

продукции биопленок [33].

Оптика и спектроскопия, 2026, том 134, вып. 1
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Для сравнения отметим, что по ИК фурье-спектрам

даже структурно более сложных клеток дрожжей

(Saccharomyces cerevisiae) в работе [34] не было обнару-

жено различий между свежеприготовленной биомассой

(измерения были проведены на быстро высушенных в

вакууме тонких пленках) и лиофилизированной биомас-

сой, в том числе с помощью хемометрического анализа

спектроскопических данных, что согласуется с данными

настоящей работы.

Выводы

Сравнительный анализ спектров КРС образцов свежей

(отделенной центрифугированием и отмытой от культу-

ральной среды; без высушивания) и лиофилизированной

биомассы планктонной культуры бактерии Enterobacter

cloacae K-7, а также ИК спектра последней показал,

что для свежей биомассы наличие значительного ко-

личества воды в образце в случае спектров КРС не

приводит к маскировке или сдвигу основных полос функ-

циональных групп биомакромолекул, характерных для

бактерий, в сравнении с лиофилизированными клетками.

Полученные результаты свидетельствуют о возможно-

сти использования обоих способов пробоподготовки

бактериальных биомасс — влажной биомассы после

центрифугирования или после лиофильной сушки —

для общего сравнительного анализа их биомакромоле-

кулярного состава методом спектроскопии КРС, а также

(в случае лиофилизированной биомассы) методом ИК

спектроскопии).
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