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Аннотация: Применение в биоремедиации акваторий Баренцева моря активных микроорганизмов-
трансформаторов, изолированных непосредственно из природных гидроэкосистем Крайнего Севера,
наиболее целесообразно, поскольку изоляты обладают специфичными ферментативными комплексами,
адаптированы к факторам окружающей среды, не являются генетически модифицированными и не оказы-
вают токсического действия на других гидробионтов экосистемы. В работе приведена оценка потенциала
гетеротрофных микроорганизмов, выделенных из различных районов Баренцева моря, к трансформации
фосфор- и углеводородсодержащих соединений на основании комплекса физико-химических показателей
(фосфатаккумулирующая и углеводородокисляющая способности, флокулирующая активность биоде-
структоров, уровень гидрофобности поверхности бактериальных клеток и индекс эмульгирующей актив-
ности нефтепродуктов). Исследуемые культуры в условиях, имитирующих состав опреснённых морских
экосистем, проявляли способность к утилизации поллютантов в пределах 25–44 %. Однако в модель-
ных экспериментах из семи тестируемых штаммов всего лишь три культуры (B. cereus, S. proteamaculans
и Sh. baltica) показали средний уровень биотрансформирующей активности, достигнув отметки в 43 %.
Ключевые слова: гетеротрофные бактерии, Баренцево море, фосфор, углеводороды, микробная транс-
формация, биофлокуляция.

Введение

Водные экосистемы Арктического региона характеризуются повышенной уязвимостью
и высокой антропогенной нагрузкой. Различные абиотические факторы среды (в первую оче-
редь низкие уровни температуры и инсоляции) приводят к замедлению биологических процес-
сов трансформации различных веществ и отдельных элементов в акватории Баренцева моря
[Голубовская, 1978; Очистка производственных … , 1985]. Несмотря на огромную связь фос-
фора с развитием жизни в водоёмах, стремительно возрастающие объёмы фосфорсодержа-
щих веществ и низкая интенсивность поглощения органических и минеральных форм фосфора
фитопланктоном в климатических условиях Арктики обуславливают неизбежное накопление
данного элемента. Переизбыток в водоёмах важнейшего из биогенов приводит к нарушению
биологических процессов в водных экосистемах [Бабикова, Герасимова, Орлова, 2003; Эколо-
гический мониторинг … , 2003; Денисов, Павлинова, Климова, 2006; Миндубаев и др., 2011;
Кисленко, Колычев, Госманов, 2012; Богданова, 2014; Материалы международной … , 2019].
Различные участки Баренцева моря также подвержены хроническому влиянию загрязняющих
*Исследование выполнено в рамках инициативной НИОКР№ 124041100063-4 «Изучение структуры и функциональ-
ной характеристики микробных сообществ Арктического региона для комплексной оценки их экологической роли
и биотехнологического потенциала».
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веществ углеводородного происхождения [Ильинский, Коронелли, Семененко, 1990; Ильинский,
Измайлов, 1992; Ежегодные доклады … , 2018–2022]. Ввиду малой растворимости большин-
ства нефтепродуктов в воде, при их попадании в водную среду образуется двухфазная система,
что приводит к замедлению процессов биотрансформации токсичных для гидробионтов углево-
дородов [Ильинский, 2000].

Спецификой круговорота фосфора в природе является незамкнутость цикла, поскольку
наблюдается однонаправленный поток данного элемента из горных пород суши в океаниче-
ские глубины [Benitez-Nelson, 2000; Paytan, McLaughlin, 2007]. В связи с этим фосфорный
обмен в водоёмах обеспечивается в значительной мере за счёт трансформации различных
форм фосфора бактериями [Павлова, 2009; Дзюба, Маркевич, Сигиневич, 2011; Донияров
и др., 2020]. Под биотрансформацией фосфора в основном подразумевается минерализация
органических соединений фосфора в неорганические фосфаты и перевод нерастворимых форм
фосфора в более доступные для организмов растворимые. Определённые группы бактерий, явля-
ющиеся неотъемлемыми компонентами водного микробиоценоза, также способны целенаправ-
ленно мобилизовать в своих клетках растворённые формы фосфора в виде полифосфатных
гранул. И, несмотря на то что накопление полифосфатов является универсальной способностью
многих микроорганизмов, данная возможность позволила некоторым фосфатаккумулирующим
бактериям (представителям родов Acinetobacter, Aerobacter, Aeromonas, Pseudomonas, Zoogloea
и т. д.) участвовать в усовершенствовании процесса биологического удаления фосфора из сточ-
ных вод [Павлова, 2009; Дзюба, Маркевич, Сигиневич, 2011]. Кроме этого, микробная мобили-
зация фосфора, по всей видимости, играет важную экологическую роль в извлечении фосфора
из донных отложений крупных малоподвижных водных объектов [Carman, Edlund, Damberg,
2000; Hupfer, Ruübe, Schmieder, 2004; Hupfer, Gloess, Grossart, 2007], поскольку скорость био-
химических процессов трансформации загрязняющих веществ определяется в том числе гидро-
динамической характеристикой водного пространства. Таким образом, универсальная, на первый
взгляд, способность бактерий к ферментативному дефосфатированию водной среды даёт им кон-
курентное преимущество по отношению к другим микроорганизмам, не способным накапливать
внутриклеточные резервы.

Помимо способности связывать фосфор, некоторые бактерии, функционируя в водной среде,
также способны проявлять флокулирующую активность. Синтезируя в окружающую среду вне-
клеточные полимеры (биофлокулянты), бактерии формируют некие флокулы (устойчивые хлопья,
состоящие из микроорганизмов и синтезируемых ими же веществ), которые адсорбируют на себе
трудноокисляемые или недоокисленные химические соединения и нерастворимые в водной сре-
де взвешенные частицы. Процесс хлопьеобразования в конечном итоге направлен на обеспече-
ние относительно быстрой седиментации специфических конгломератов в водной среде и тем
самым способствует очищению водной фазы от вышеупомянутых веществ [Денисов и др., 1996;
Сироткин, Шагинурова, Ипполитов, 2007]. По мнению некоторых исследователей, в процессе
внутриклеточной деградации накопленных соединений фосфора разрыв полифосфатных связей
с целью использования энергии не приводит к выбросу больших концентраций фосфатов обратно
в окружающую среду [Шеломков, Захватаева, 2008; Дзюба, Маркевич, Сигиневич, 2011]. Однако
присущие природным гидроэкосистемам нестабильные условия существования так или иначе
способствуют периодическому нарушению баланса между лизированными и активно развиваю-
щимися бактериальными клетками. В таком случае гибель фосфатаккумулирующих бактерий
закономерно сопровождается отдачей фосфора обратно во внешнюю среду [Васильев и др., 2001].
Для дальнейшего снижения в толще воды концентрации фосфора перспективным является
вовлечение его во флокулы и осаждение с последующими процессами биотрансформации в дон-
ных слоях водоёмов.
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Возможность усваивать углеводороды в качестве единственного источника углерода и энер-
гии также присуща самым разнообразным представителям микромира. Микробная деградация
нефти и продуктов её переработки возможна благодаря высокой окислительной активности
клеток прокариот и многоэтапному процессу превращения исходных углеводородов и проме-
жуточных продуктов их распада. Наличие у бактерий, окисляющих углеводороды, специфиче-
ских экзо- и эндоферментов позволяет данной группе микроорганизмов не только расщеплять
трудноусвояемые органические соединения, но и снижать их концентрацию до нетоксичного
для других деструкторов уровня. Это особенно важно в работе целого бактериального кон-
сорциума, задачей которого является комплексная утилизация поллютантов из водной среды.
Используя продукты нефтепереработки в своём метаболизме, углеводородокисляющие бак-
терии вносят колоссальный вклад в процессы биохимического разрушения нефтепродуктов
[Коронелли и др., 1994; Литвинова, 2013; Пуговкин, 2016]. В настоящее время известны по край-
ней мере около восьмидесяти родов бактерий, способных утилизировать углеводороды без вреда
для собственного онтогенеза [Head, Jones, Roling, 2006]. При этом способность потреблять неф-
тепродукты довольно часто встречается у бактериальных культур, отнесённых к родам Aeromonas,
Bacillus, Micrococcus, Mycobacterium, Pseudomonas, Rhodococcus, Shewanella, Vibrio и др., широко
распространённых в водах северных морей [Белоусова, Шкидченко, 2004; Шигаева и др., 2010;
Lo Giudice et al., 2010]. Однако в условиях низких температур скорость естественного очище-
ния водоёмов, во многом определяющаяся активностью представителей гетеротрофного бакте-
риоценоза, неизбежно снижается [Ильинский, 2000; Перетрухина, Ильинский, Литвинова, 2006].
Данный факт диктует необходимость всесторонне изучать биотрансформирующий потенциал або-
ригенных микроорганизмов гидроэкосистем Арктики. Полученные в результате подобных экспе-
риментов данные будут важны как для понимания «судьбы» поллютантов в низкотемпературной
среде, так и для контроля их содержания в различных водоёмах. К тому же, несмотря на присталь-
ное внимание биологов к экосистемам Арктического региона, данных об экологии микробной
трансформации различных поллютантов в полярных широтах мало.

Очевидно, что высокоширотные представители бактериопланктона обладают уникальным
комплексом метаболических особенностей и высокой способностью к снижению концентраций
фосфора и углеводородных соединений в водной среде с низкими плюсовыми температурами.
Изучение способностей, благодаря которым в естественных условиях «работы» северных
штаммов микроорганизмов осуществляется не только деструкция веществ, но и другие нема-
ловажные процессы (изъятие из водного компонента органического и минерального фосфора,
взвешенных веществ, трудноокисляемых и недоокисленных соединений), представляется
весьма актуальным вопросом и имеет практический интерес. Систематические исследова-
ния аборигенных психрофильных и психротрофных представителей водных бактериоценозов
приведут к выделению высокоэффективных биодеструкторов и дальнейшему использованию
их в качестве основы биопрепаратов для эффективной очистки акваторий региона от раз-
личных загрязняющих веществ. Кроме того, такого рода биопроспектинг поможет в дальней-
шем использовать ценные штаммы микроорганизмов и в других областях народного хозяйства.
Таким образом, цель данной работы заключалась в сравнительной оценке потенциала гетеро-
трофных микроорганизмов, выделенных из различных районов Баренцева моря, к трансфор-
мации фосфор- и углеводородсодержащих соединений на основании комплекса показателей.
Биотрансформирующий потенциал исследуемых штаммов оценивался по способности культур
в той или иной мере мобилизовать фосфорсодержащие соединения (показатель N2) и окислять
нефтепродукты (показатель N1), а также по степени флокулирующей активности биодеструкто-
ров (показатель N3), уровню гидрофобности поверхности бактериальных клеток (показатель N4)
и индексу эмульгирующей активности нефтепродуктов (показатель N5).
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Материалы и методы

В качестве объектов исследования в данной работе использовали ранее выделенные
в лабораторных условиях и идентифицированные на основе изучения морфокультуральных
и физиолого-биохимических свойств [Bergey’s Manual … , 2005] чистые культуры микроорга-
низмов, обитающих в акватории Баренцева моря. Культуры выделяли из проб воды, отобранных
в июне 2022 г. на четырёх удалённых друг от друга станциях акватории Баренцева моря (рис. 1),
две из которых расположены в южном колене Кольского залива –– кутовой части залива (ст. № 1)
и прибрежной зоне микрорайона Абрам-Мыс (ст. № 2), остальные две –– в губе Ура: прибреж-
ная (ст. № 3) и морская зоны (ст. № 4). Технически отбор проб осуществляли, ориентируясь
на актуальные рекомендации нормативно-технической документации и практической научной
литературы [ГОСТ 17.1.5.04–81; ГОСТ 31861–2012; ГОСТ 31942–2012; Практическая гидробио-
логия … , 2006].

Рис. 1. Карта-схема Мурманского берега Баренцева моря с расположением станций отбора
проб №№ 1–4

До вида культуры идентифицировали с помощью физико-химического метода анализа
на масс-спектрометре Microflex (Bruker Daltoniks, Германия). Результатом тщательного отбора
стали семь бактериальных штаммов, относящихся к пяти различным родам, –– Aeromonas,
Bacillus, Pseudomonas, Serratia и Shewanella. Бактериальные штаммы, выделенные из воды на стан-
ции 1, относились к видам Pseudomonas taetrolens и Shewanella baltica, на станции 2 –– Aeromonas
bestiarum,Bacillus cereus (шт.№ 1) и Serratia proteamaculans, на станции 3 –– Pseudomonas protegens,
а на станции 4 –– Bacillus cereus (шт. № 2). Из выращенных на скошенной среде суточных культур
целевых штаммов готовили суспензии с определённой концентрацией клеток путём смыва изото-
ническим раствором в стерильные пробирки. Стандартизацию бактериальных взвесей проводили
методом визуального сравнения мутности полученных растворов по отношению к стандартно-
му образцу мутности бактерийных взвесей СОП 1-98-15 «Ормет» (Россия) согласно инструкции.
В качестве стандартного образца мутности был выбран вариант БАК-5, эквивалентный пяти меж-
дународным единицам (5 МЕ) бактериальной мутности и соответствующий концентрации клеток
в диапазоне 0,02–0,6×109 кл./мл. Полученная суспензия являлась инокулятом для последующего
культивирования в модельных питательных средах (МПС) различного состава (табл. 1).
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Таблица 1

Состав модельных питательных сред для оценки биотрансформирующего потенциала культивируе-
мых штаммов

Компоненты Обозначение питательной среды
питательной ММС 3 ‰ + ММС 32 ‰ + ММС 3 ‰ + ММС 32 ‰ +
среды, г/л PO4

3- PO4
3- ДТ ДТ

MgSO4 × 7H2O 1,0 1,0 1,0 1,0
KCl 0,7 0,7 0,7 0,7
NH4NO3 1,0 1,0 1,0 1,0
C6H12O6 5,0 5,0 – –
NaCl 3,0 32,0 3,0 32,0
KH2РО4 0,5 0,5 – –
Na2HРО4 1,0 1,0 – –
ДТ-Л-К5, мл/л – – 10,0 10,0

В качестве основы питательных сред использовали модифицированную морскую мине-
ральную среду ММС [Mills, Breuil, Colwell, 1978], описанную в Практической гидробиоло-
гии под редакцией В. Д. Фёдорова [Практическая гидробиология … , 2006], с внесением
небольших правок. Базовый субстрат приближённо имитировал минеральный состав природ-
ных морских водоёмов, а в качестве единственного источника углерода содержал глюкозу
в одном случае и дизельное топливо (ДТ) марки «летнее» экологического класса К5 (ДТ-Л-К5)
по [ГОСТ 32511–2013] –– в другом. Помимо различий в содержании углеродного компонента,
МПС отличались и концентрацией хлорида натрия, соответствовавшей солёности воды в точ-
ках отбора микробиологических проб (табл. 1). Отношение бактериального инокулята к МПС
при инокуляции составляло 1 : 10, а во всех проводимых экспериментах устанавливались опреде-
лённые условия культивирования, включая аэробность среды, температуру (8 ± 2) °С и экспози-
цию от 7 до 30 суток (в зависимости от трофических возможностей штаммов). Вместе с посевами
в аналогичных условиях культивировали стерильные МПС для чистоты эксперимента и с учётом
нестабильности нефтепродуктов при хранении в негерметичных ёмкостях. Даже в стерильном
виде углеводородам свойственно испаряться, окисляться кислородом воздуха, полимеризовать-
ся и уплотняться [Аксенов, 1970; Зеркалов, 1990]. Все манипуляции с культурами микроорга-
низмов в лабораторных экспериментах также осуществляли при соблюдении низких плюсовых
температур.

Для исследования способности целевых штаммов к эффективной мобилизации из МПС
минерального фосфора и окислению углеводородов в ММС с ДТ все культуральные жид-
кости подвергали определению массовых концентраций общего фосфора и нефтепродуктов
соответственно. На первые, вторые и седьмые сутки культивирования штаммов в ММС
с минеральным фосфором проводили отделение бактериальных клеток от питательных сред
путём центрифугирования на установке Hettich Micro 120 Hettichlab (Германия). Выполнение
предварительного центрифугирования диктовалось необходимостью исключения из дальнейше-
го эксперимента мобилизованного клетками фосфора. Режим разделения составил 6 мин при от-
носительном центробежном ускорении (RCF) 8000 g. При определении концентрации общего
фосфора использовали надосадочную жидкость, а контролем эффективности центрифугирова-
ния служило выборочное микроскопирование супернатанта на отсутствие бактериальных клеток.
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Массовую концентрацию фосфорсодержащих соединений (в пересчёте на общий фосфор) опре-
деляли фотометрическим методом с молибдатом аммония и предварительной минерализацией
в пробе всех фосфорсодержащих веществ надсернокислым аммонием в среде серной кислоты.
Измерение оптической плотности проводили с помощью откалиброванного фотометра фото-
электрического КФК-3-01 (ЗОМЗ, Россия) согласно инструкции производителя. На тридцатые
сутки экспозиции штаммов в ММС с ДТ проводили определение остаточных концентраций неф-
тепродуктов путём экстрагирования нефтепродуктов гексаном в исследуемых пробах и измере-
ния сигналов флуоресценции в растворах флуориметрическим методом на анализаторе жидкости
Флюорат-02-5М («Люмэкс», Россия).

Определение способности исследуемых штаммов к синтезу биофлокулянтов, образованию
флокул и осаждению мелкодисперсной фазы нерастворимого вещества проводили модифициро-
ванным методом Курана [Kurane, Takeda, Suzuki, 1986; Gao et al., 2006], основанного на смеше-
нии культуральной жидкости с каолиновой глиной, отстаивании бактериально-каолиновой смеси
и измерении коэффициента поглощения света верхней фазой раствора с помощью фотометра
фотоэлектрического КФК-3-01-ЗОМЗ. Метаболические свойства исследуемых штаммов микро-
организмов, влияющих на углеводородокисляющую способность, изучали путём определения
показателя гидрофобности и эмульгирующей активности. Известно, что углеводородокисляющие
микроорганизмы, взаимодействуя с нефтепродуктом, способны к непосредственному контакту
с углеводородом за счёт гидрофобной клеточной поверхности, обусловленной наличием в ней
липидных компонентов [Zhang, Miller, 1995; Яскович, 1998]. Поэтому определение показателя
гидрофобности является одной из ключевых характеристик клеточной поверхности, определя-
ющей адсорбционную иммобилизацию микроорганизмов. Для анализа показателя гидрофобно-
сти использовали метод Розенберга в модификации Серебряковой [Серебрякова и др., 2002],
где в качестве углеводородной фазы использовали хлороформ, а измерение оптической плотно-
сти контрольных (без хлороформа) и обработанных хлороформом проб проводили на фотомет-
ре фотоэлектрическом КФК-3-01-ЗОМЗ. Немаловажным показателем эффективности процессов
биодеструкции нефтепродуктов является индекс эмульгирования, который позволяет оценить
способность продуцируемых микроорганизмами соединений эмульгировать несмешивающиеся
жидкости в системе масло –– вода [Лыонг, Нечаева, Понаморева, 2019]. Эмульгирующую актив-
ность целевых штаммов определяли визуально с применением методики, разработанной Купером
и Голденбергом [Cooper, Goldenberg, 1987].

В воде, отобранной в местах обитания выделенных культур, измеряли температуру (T, °С),
биологическое потребление кислорода (БПК5, мгО2/л) и содержание солей (солёность S, ‰).
Известно [Перетрухина, Ильинский, Литвинова, 2006], что изменение солёности водной
среды, так же как и концентрация нестойкого органического вещества, способны оказывать
влияние на скорость биодеградации нефтяных углеводородов морскими бактериями. При опре-
делении указанных гидролого-гидрохимических показателей руководствовались нормативно-
технической документацией [РД 52.10.243-92; РД 52.24.420-2019; РД 52.24.496-2018].

Выделение штаммов микроорганизмов осуществлялось однократно из проб на каждой
станции акватории Баренцева моря. Абиотические параметры воды в точках отбора проб ана-
лизировались трёхкратно (в течение одного месяца) с усреднением полученных данных. Все
модельные эксперименты проводились в трёх повторностях ввиду возможного влияния на ход
исследования различных внешних и внутренних факторов. Достоверность данных обеспечена
использованием современных методик и статистической обработкой результатов с помощью
пакетов компьютерных программ Microsoft Excel 7.0.
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Результаты и обсуждение

Динамичность и изменчивость водных экологических систем является важной основой функ-
ций самоподдержания и саморегуляции, в том числе и самоочищения. Для комплексной оценки
биотрансформирующего потенциала исследуемых штаммов целесообразно в первую очередь
проанализировать основные абиотические параметры их сред обитания. Уровень биохимиче-
ской активности микроорганизмов в известной мере зависит от многих факторов, наиболее
важным из которых является температура окружающей среды. На момент анализа гидролого-
гидрохимических показателей станций, расположенных в Кольском заливе и губе Ура, температу-
ра воды в местах отбора проб не превышала (10 ± 2) °С, при этом наблюдалась сходная для двух
фьордов тенденция снижения температуры на (2,0 ± 0,1) °С в отдалённых от береговой линии
точках отбора (рис. 1). Предположительно, незначительное повышение температуры воды на стан-
циях 1 и 3 можно объяснить более эффективным прогревом небольших глубин вдоль береговой
линии водоёмов, а также подогревом водных масс городскими стоками близкорасположенных
населённых пунктов. По результатам гидрохимических измерений, показатели солёности на тре-
тьей и четвёртой станциях ((32,0 ± 1,5) ‰) значительно превышали значения, полученные в ходе
анализа воды Кольского залива ((3,0 ± 0,8)‰ в среднем по двум точкам). Данный факт свидетель-
ствует о большей степени опреснения водных масс в районе станций 1 и 2 за счёт речных стоков
крупных рек –– Кола и Тулома. О загрязнении органическими веществами воды станций 1 и 2
можно судить по достаточно высоким показателям БПК5 ((4,32 ± 0,70) и (3,91 ± 0,50) мгО2/л
соответственно). Данные точки характеризуются высоким уровнем загрязнения ввиду близости
к населённым пунктам и активно развивающемуся морскому порту. Полученные нами результаты
по показателям температуры, солёности и БПК5 в пробах воды легли в основу методологии про-
ведения дальнейших модельных экспериментов.

Целью данной работы являлся не только анализ предметных способностей выделенных
штаммов микроорганизмов, но и проведение комплексной оценки биотрансформирующего
потенциала каждого из изолятов. Таким образом, неотъемлемой частью исследований служи-
ла разработка критериев комплексной оценки. В дальнейшем подобного рода анализ можно
использовать как средство для отбора наиболее эффективных с точки зрения биоэкологии штам-
мов микроорганизмов. Биотрансформирующий потенциал исследуемых штаммов оценивался
по способности культур в той или иной мере мобилизовать фосфорсодержащие соединения
(показатель N1) и окислять нефтепродукты (показатель N2) как наиболее широко распространён-
ные поллютанты северных морей. Поскольку немаловажной характеристикой уровня снижения
концентрации минерального фосфора в среде является флокулирующая активность биодеструк-
тора, в качестве равноценного критерия биотрансформирующего потенциала изучалась степень
флокулирующей активности (показатель N3) целевых штаммов. Помимо этого, эффективность
биодеструкции ДТ зависит от уровня гидрофобности поверхности бактериальных клеток (показа-
тель N4) и индекса эмульгирующей активности нефтепродуктов (показатель N5), что также учи-
тывались при комплексной оценке биотрансформирующего потенциала штаммов. Участвующим
в оценке показателям устанавливались уровни активности (баллы) в соответствии с представлен-
ными в таблице 2 критериями. Для комплексной оценки каждому показателю также определялся
коэффициент весомости.

Расчёт комплексного коэффициента (K) биотрансформирующего потенциала штамма произ-
водился с использованием формулы:

𝐾 = (𝑣𝑁1 × 𝑘𝑁1 + 𝑣𝑁2 × 𝑘𝑁2) + 𝑣𝑁3 × 𝑘𝑁3(𝑣𝑁4 × 𝑘𝑁4 + 𝑣𝑁5 × 𝑘𝑁5)
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Таблица 2

Критерии комплексной оценки биотрансформирующего потенциала
Показатель

биотрансформирующего
потенциала

Критерий
оценива-
ния

Шкала
активности

Уровень
активности
в баллах, k

Коэффици-
ент весо-
мости, v

(N1) Уровень фосфатаккумуляции
<20 % низкий уровень 0
20–50 % средний уровень 1 1,0
>50 % высокий уровень 2

(N2) Уровень биодеструкции ДТ
<30 % низкий уровень 0
30–60 % средний уровень 1 1,0
>60 % высокий уровень 2

(N3) Степень флокулирующей активности
<30 % низкий уровень 0
30–50 % средний уровень 1 1,0
>50 % высокий уровень 2

(N4) Уровень гидрофобности
<30 % низкий уровень 0
30–60 % средний уровень 1 0,5
>60 % высокий уровень 2

(N5) Индекс эмульгирования
<30 % низкий уровень 0
30–60 % средний уровень 1 0,5
>60 % высокий уровень 2

Первичные продуценты как основные трансформаторы фосфорсодержащих веществ, в усло-
виях более высоких температур, за счёт ассимиляции и последующего вовлечения в процессы
седиментации, извлекают из водной среды в среднем до 45 % растворённого фосфора
[Environmental phosphorus handbook, 1973; Janssen, Meinema, van der Roest, 2002]. В каче-
стве приемлемого уровня снижения концентрации фосфора в среде бактериями холодных эко-
систем нами принималось значение не ниже 20 %. Снижение концентрации фосфора более
чем на 50 % расценивалось как высокий уровень мобилизации фосфорсодержащих веществ.
В исследованиях, проведённых в отношении микроорганизмов активных илов, выделенных
и функционирующих при температурных режимах в пределах 20–30 °C, флокулирующая актив-
ность на уровне 50 % характеризуется как минимально достаточная для использования штам-
мов в качестве биофлокулянт-продуцирующих микроорганизмов [Денисов и др., 1996; Багаева,
Зинурова, 2008]. Однако, с учётом низких плюсовых температур водных экосистем Арктики,
в качестве потенциально перспективных дефосфотаторов нами рассматривались те штаммы, чья
степень флокулирующей активности находилась в диапазоне от 30 до 100 %, при этом мини-
мальный уровень составлял 30 %, средний –– 30–50 %, а высокий –– более 50 %. Согласно
опубликованным данным, стандартным показателем достаточной для эффективной деструк-
ции нефтепродуктов углеводородокисляющей способности является значение не ниже 40 %.
Для индекса эмульгирования порог составляет 50 %, а для показателя гидрофобности –– 20–30 %
[Коронелли, Комарова, Игнатченко, 1983; Дермичева, 1985; Ильинский, Коронелли, Семененко,
1990; Серебрякова и др., 2002]. В рамках данного эксперимента критерии для показателей N1, N4
и N5 снижены в процентном соотношении ввиду ведущей роли низкотемпературного фактора.

Значения коэффициентов весомости показателей определялись их приоритетностью. Показа-
тели N1–N3, характеризующие степень прямого и косвенного извлечения поллютантов из МПС,
имели равноценные коэффициенты значимости (1,0), поскольку основной решаемой проблемой
в ходе эксперимента являлось удаление из водной толщи загрязняющих компонентов. Кроме того,
коэффициент показателя биодеструкции ДТ выносился за скобки, тем самым определялась необ-
ходимость и возможность проведения последующих действий в отношении показателей уровня
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гидрофобности и индекса эмульгирования штамма. Коэффициенты весомости данных показате-
лей имели равную весомость (по 0,5) и в сумме составляли единицу. При условии одновременного
проявления культурой максимальных уровней по пяти измеряемым показателям, значение ком-
плексного коэффициента биотрансформирующего показателя, таким образом, составит 8.

Исследуемые культуры оценивали на предмет их фосфатмобилизующего потенциала, осно-
вываясь на способности штаммов к мобилизации минерального фосфора –– компонента МПС.
Динамика изменения массовой концентрации фосфора в среде с различной солёностью представ-
лена на рисунке 2.

Рис. 2. Динамика изменения массовой концентрации фосфора у исследуемых штаммов
при культивировании в среде с различной солёностью

В ходе модельного эксперимента скорость снижения концентрации фосфора в МПС для боль-
шинства штаммов была максимальной в первые сутки инкубирования и значительно снижалась
ко вторым суткам. Исключение составила культураBacillus cereusштамм№1, выделенный из проб
воды на станции 2, расположенной в Кольском заливе. Данный штамм демонстрировал относи-
тельно стабильную скорость дефосфатирования (0,27 мгР/сут в среднем) МПС в течение пер-
вых 48 ч культивирования. Значения фосфатаккумулирующей способности для двухсуточных
культур варьировали в пределах от 12 до 25 %. Максимальную активность в отношении процесса
мобилизации неорганического фосфора проявляла двухсуточная культура Serratia proteamaculans
(выделенная из проб воды со станции 2) при культивировании в среде с уровнем солёности 3 ‰.
Важно отметить, что на седьмые сутки культивирования в культуральных жидкостях наблюдался
процесс высвобождения фосфора в среду, вероятно, из-за начавшегося процесса лизиса кле-
ток при продолжительном культивировании в несменяемых средах. Оценка способности целе-
вых штаммов изменять концентрацию фосфора в среде проводилась на субстратах с различными
уровнями солёности, как соответствующих условиям среды обитания бактерий, так и на субстра-
тах с низким и высоким порогами солёностями относительно данной характеристики проб воды,
из которых были выделены штаммы. Однако в ходе исследований закономерной связи между
солёностью субстрата культивирования данных штаммов и степенью снижения ими минерального
фосфора в среде отмечено не было.
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Помимо способности извлекать из МПС фосфорсодержащие вещества при их высокой
концентрации, штаммы тестировались на предмет флокулирующей активности в условиях
повышенного содержания солей ортофосфорной кислоты и различной концентрации хлорида
натрия. При этом чем выше процент флокулирующей активности, тем, очевидно, эффективнее
происходит процесс флокулообразования в жидких средах и осаждения не усвоенного из среды
и вышедшего обратно фосфора. Результаты данного этапа экспериментов в изучении биотранс-
формирующего потенциала целевых штаммов представлены на рисунке 3.

Рис. 3. Динамика изменения флокулирующей активности исследуемых штаммов при культиви-
ровании в среде с неорганическим фосфором

В результате серии исследований было установлено, что все анализируемые штаммы
демонстрировали в той или иной мере способность осаждать каолин в форме односуточных
культуральных агентов. Наиболее эффективные флокулообразователи, чьи культуральные жид-
кости флокулировали каолиновую глину с активностью около 50 %, были выделены из проб
воды Кольского залива (Sh. baltica и B. cereus). Все изоляты, выделенные из проб воды на различ-
ных станциях, в ходе эксперимента проявляли свою максимальную флокулирующую активность
при росте на средах с солёностью 3 ‰. При повышении солёности сред до 32 ‰ данная актив-
ность снижалась в среднем в 2 раза. Соли морских экосистем не только обеспечивают микроско-
пических гидробионтов необходимым уровнем солей для поддержания осмотического давления,
но и являются источником микроэлементов, необходимых как для роста и развития бактерий,
так и для эффективного синтеза внеклеточных полимеров. Согласно опубликованным данным,
при культивировании «морских» биофлокулянт-продуцирующих микроорганизмов в питатель-
ных средах с целью получения наибольшего выхода биофлокулянта оптимальное значение кон-
центрации соли составляет диапазон от 30 до 40 г/л [Chen et al., 2017]. В случае с тестируемыми
штаммами концентрация соли 32 г/л привела к значительному снижению флокулирующей актив-
ности, что может быть связано подавлением активности микроорганизмов условиями повышен-
ной засоленности. Таким образом, можно предположить, что в рамках данного эксперимента все
исследуемые нами штаммы не способны проявлять высокую флокулирующую активность в усло-
виях, имитирующих морские экосистемы.
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Перспективность бактерий в качестве углеводородокисляющих агентов определяется набо-
ром его физиолого-биохимических свойств. И прежде всего это способность интенсивно утилизи-
ровать углеводороды, широкая сырьевая база, высокая гидрофобность, а также некоторые другие
свойства. Оценка способности исследуемых культур окислять нефтепродукты в питательных
субстратах с различными уровнями солёности показала, что все целевые штаммы способны
к биодеструкции дизельного топлива и могут быть использованы для дальнейшего анализа
их метаболической активности. Как видно из рисунка 4, окислительная способность микро-
организмов, выделенных из проб воды Кольского залива и губы Ура, колебалась в пределах
от 15 до 41 %.

Рис. 4. Уровень биодеструкции ДТ штаммами микроорганизмов при различных показателях
солёности среды

Если рассматривать культуры с учётом их происхождения, можно увидеть, что выделенные
из вод Кольского залива штаммы в модельном эксперименте с ДТ в целом характеризовались
более высокой углеводородокисляющей способностью. При этом данная способность была мак-
симальной при внесении бактерий в МПС с концентрацией хлорида натрия, соответствующей
опреснённой морской воде, из которой они, собственно, и были изолированы. Для штаммов
губы Ура наблюдалась обратная закономерность. В целом отмечено повышение процента углево-
дородокисляющей способности (в среднем на 10 %) штаммов при культивировании на субстратах
с уровнями солёности, соответствующими условиям среды обитания тестируемых бактерий.

В процессе отбора компонентов для углеводородокисляющих биопрепаратов также немало
внимания уделяется способности кандидатов активно синтезировать различного типа биосурфак-
танты. При значении показателя гидрофобности более 20 % культуры бактерий отбирают как про-
дуцентов биосурфактантов [Серебрякова и др., 2002]. Данные, представленные на рисунке 5,
показывают, что все исследуемые штаммы демонстрировали высокую способность удерживаться
на поверхности гидрофобной фракции субстрата. Показатель гидрофобности для всех без исклю-
чения культур составил не менее 80%, что характеризует достаточно высокий уровень активности
в отношении используемого в МПС дизельного топлива.
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Рис. 5. Уровень метаболической активности штаммов по отношению к углеводородным компо-
нентам среды

Помимо важности определения гидрофобно-гидрофильной природы поверхности бакте-
риальных клеток, деструкционная по отношению к нефтепродуктам активность микроорга-
низмов также связана с их способностью к синтезу поверхностно-активных веществ (ПАВ),
увеличивающих доступность углеводородов для клеток бактерий. Способность микроорга-
низмов к продукции ПАВ оценивается по индексу эмульгирования, который основывается
на свойстве ПАВ образовывать эмульсию при встряхивании культуральной жидкости микроор-
ганизмов с углеводородом. Согласно опубликованным данным перспективными продуцентами
ПАВ являются штаммы бактерий, индекс эмульгирования которых составляет свыше 50 %
[Коронелли, Комарова, Игнатченко, 1983]. В ходе анализа эмульгирующей активности штам-
мов обнаружено, что по показателю индекса эмульгирования нефтепродуктов все исследуемые
изоляты относились к культурам со средним уровнем активности, поскольку данный показатель
составлял от 40 до 50 % (рис. 5). Средний уровень эмульгирования означает достаточную доступ-
ность нефтепродуктов как источника питательных веществ для бактериальных клеток.

При расчёте комплексной оценки биотрансформирующего потенциала культур целесообразно
использовать по каждому из показателей максимальные значения, полученные в рамках данного
эксперимента, для каждого штамма. Результаты комплексной оценки биотрансформирующего
потенциала северных штаммов микроорганизмов по пяти показателям представлены в таблице 3.

В модельном эксперименте, проведённом в условиях, соответствующих как пресным, так
и морским водоёмам, в результате исследования способностей семи культур микроорганизмов
определено, что 3 изолята характеризовались как штаммы со средним биотрансформирующим
потенциалом (на границе 45 % от максимально возможного) при условии их функционирования
в опреснённых морских водоёмах. К ним относились культуры B. cereusшт. № 1, S. proteamaculans
и Sh. baltica, выделенные из проб воды Кольского залива. Также установлено, что в условиях,
соответствующих водной среде морских экосистем, биотрансформирующий потенциал у боль-
шинства культур отсутствовал. Исключение составили два штамма, выделенные на станции 2,
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расположенной в прибрежной зоне Кольского залива. При этом для штамма A. bestiarum отметка
в 1 балл, вероятнее всего, расценивается как значение в пределах погрешности. Что касается
культуры B. cereus шт. № 1, значение комплексного коэффициента в ММС с концентрацией хло-
рида натрия 32 г/л характеризовало средний уровень активности штамма (31 %) в отношении
экспериментальных манипуляций. Таким образом, можно предположить, что в не нагруженных
высокими концентрациями морских солей средах тестируемые штаммы вне зависимости от био-
топа проявляют в той или степени способность к трансформации фосфорсодержащих и углево-
дородных соединений. Представитель микробиоценоза морских экосистем (B. cereus шт. № 1)
показал относительную адаптационную возможность к трансформации поллютантов в различных
условиях культивирования, что характерно для спорообразующих представителей рода Bacillus.

Таблица 3

Комплексная оценка биоэкологического потенциала штаммов
Штаммы

микроорганизмов
Местообитание

штаммов
Значение комплексного коэффициента (K)

из 8 максимально возможных, баллы
ММС 3 ‰ ММС 32 ‰

Aeromonas bestiarum

Кольский залив

2,5 1
Bacillus cereus шт. № 1 3,5 2,5
Pseudomonas taetrolens 2,5 0
Serratia proteamaculans 3,5 0
Shewanella baltica 3,5 0

Bacillus cereus шт. № 2 губа Ура 2,0 0
Pseudomonas protegens 2,0 0

Выводы

В результате проведённых исследований по изучению биотрансформирующего потенциала
выделенных из Баренцева моря штаммов микроорганизмов, в рамках данных экспериментов,
установлено следующее:

1. Микроорганизмы, выделенные из проб воды на различных станциях Баренцева моря, про-
являли способность снижать посредством мобилизации концентрацию минерального фосфора
в МПС в пределах 12–25 %. Связь между солёностью субстрата культивирования и степенью сни-
жения фосфора в среде не отмечалась.

2. Исследуемые культуры проявляли максимальную флокулирующую активность (в среднем
на уровне 40 %) при росте на средах с солёностью 3‰. При повышении солёности до 32‰флоку-
лирующая активность культур снижалась в среднем в 2 раза, что свидетельствовало о низкой спо-
собности данных штаммов к агрегированной седиментации в условиях, имитирующих морские
экосистемы.

3. Тестируемые штаммы характеризовались более высокой углеводородокисляющей способ-
ностью при внесении изолятов в субстраты, соответствующие естественной среде их обита-
ния. Все исследуемые культуры характеризовались высоким показателем гидрофобности клеток
и средним уровнем индекса эмульгирования дизельного топлива.

4. Из семи протестированных культур микроорганизмов 3 штамма показали биотрансформи-
рующий потенциал среднего уровня (43 % от максимально возможного) в условиях функциони-
рования в модельных средах, имитирующих морские экосистемы с пониженной концентрацией
морских солей (3 г/л). Данными бактериями стали штаммы Bacillus cereus шт. № 1, Serratia
proteamaculans и Shewanella baltica, выделенные из проб воды Кольского залива.
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BIOTRANSFORMING POTENTIAL OF MICROORGANISMS ISOLATED
FROM THE BARENTS SEA

Kozhukhova E. V., Makarevich E. V., Litvinova M. Yu., Balachina E. S.
Murmansk Arctical University, Murmansk, Russian Federation,

e-mail: kozhukhovaev@mstu.edu.ru

Abstract: Application of active biotransforming microorganisms isolated directly from natural hydroecosystems,
for bioremediation of the Barents Sea water area, appears to be feasible, as such microbial isolates possess spe-
cific enzymatic complexes adapted to environmental factors, being at the same time non-genetically modified
and non-toxic for the rest of hydrobionts in the ecosystem. This work estimates the potential of heterotrophic
microorganisms isolated from various areas of the Barents Sea, for transformation of phosphorus- and hydrocar-
bon containing compounds, according to a set of indicators (phosphate accumulation and hydrocarbon oxidation,
flocculation activity of biodestructors, hydrophobicity level of bacterial cell surface and emulsifying activity index
for oil products). Test cultures demonstrated the ability to utilize the pollutants in the range of 25–44 %, under
conditions imitating the composition of desalinated marine ecosystems. However, only three cultures out of seven
tested strains, namely B. cereus, S. proteamaculans and Sh. baltica, demonstrated the medium level of biotrans-
forming activity reaching 43 % in model experiments.
Keywords: heterotrophic bacteria, Barents Sea, phosphorus, hydrocarbons, microbial transformation, bioflocula-
tion.
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