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Способность отдельных групп микроорга-
низмов к связыванию, деструкции и детокси-
кации различных поллютантов является тео-
ретической основой использования их в био-
ремедиационных целях и, в частности, в каче-
стве биосорбентов. Известно также, что одни 
из микроорганизмов обладают широким спек-
тром действия, другие проявляют специфич-
ность к определённому загрязнителю.

Антропогенная нагрузка на окружаю-
щую среду приводит к активной циркуляции 
в водных и почвенных экосистемах широкого 
спектра токсикантов минеральной и органи-
ческой природы. Поэтому для эффективных 
биотехнологических методов очистки экоси-
стем предполагается использование микроор-
ганизмов с высокой устойчивостью к воздей-
ствию  токсикантов и высокой скоростью на-
ращивания биомассы. Перспективными объ-
ектами в этом плане считают дрожжи [1, 2], 
плесневые грибы [3 – 7], псевдомонады [8], 
актиномицеты и актинобактерии [9, 10], во-
доросли [11 – 13], у которых эффективность 
сорбции достигает 80% и более. Большим  
биоремедиационным потенциалом обладают 
и фотосинтезирующие прокариоты – циано-
бактерии: см обзоры [14, 15].

Цель данной работы – изучить изменения 
состояния популяции цианобактерии (ЦБ) 
Nostoc linckia под влиянием никеля (Ni) и не-
фтепродуктов и оценить биосорбционные воз-
можности этого организма.

Объекты и методы

Объектом исследования была ЦБ Nostoc 
linckia (Roth.) Born et Flah., шт. 271, выде-
ленная А. Л. Ковиной из дерново-подзолистой 
почвы в окрестностях г. Кирова и поддержи-
ваемая в альгологически чистой культуре му-
зея фототрофных микроорганизмов на кафе-
дре ботаники, физиологии растений и микро-
биологии им. Э. А. Штиной Вятской ГСХА.

В качестве поллютантов использованы  
никель (Ni) в виде соли (NiSO

4
·7Н

2
О) и не-

фтепродукты (НП) – смазочная охлаждаю-
щая жидкость «Алтек» (этиленгликоль, про-
пиленгликоль, бура техническая, 3-этанол-
амин) в концентрациях 2 и 20 мг/л, а так-
же их смесь. Выбор данных поллютантов об-
условлен тем, что они являются одними из 
основных компонентов сточных вод машино-
строительных предприятий, где есть гальва-
нические цеха. В концентрации 20 мг/л они 
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обычно поступают для внутренней очистки 
на предприятии.

Культуру ЦБ в контрольном и опытном ва-
риантах выращивали в жидкой среде Громова 
№ 6 без азота в течение двух недель в люми-
ностате при постоянной температуре (+25°С) 
и круглосуточном освещении (3000 лк). Титр 
ЦБ при постановке опыта составлял 7·106 кле-
ток/мл. Подсчёт численности клеток ностока 
проводили в камере Горяева, а учёт численно-
сти бактерий-спутников – путём посева соот-
ветствующих разведений культуральной жид-
кости на среду МПА в 4-кратной повторности 
[16].  Жизнеспособность клеток ЦБ определя-
ли по активности дегидрогеназы тетразольно-
топографическим методом [17]. 

Интенсивность перекисного окисления 
липидов (ПОЛ) в культуре N. linckia анализи-
ровали по цветной реакции тиобарбитуровой 
кислоты с малоновым диальдегидом (МДА), 
образующимся в процессе ПОЛ. Данная мето-
дика [18] была ранее модифицирована нами 
для ЦБ [19].

Содержание хлорофилла а в клетках ЦБ 
определяли спектрофотометрически. За осно-
ву была взята методика [20], которая была до-
работана нами для ЦБ. Для анализа отбира-
ли 1 мл суспензии ЦБ, добавляли 2 мл ацето-
на, гомогенизировали. Из гомогената экстракт 
хлорофилла отделяли центрифугированием. 
Содержание хлорофилла а рассчитывали по 
формулам, приведённым в монохроматиче-
ской методике с подкислением. 

Остаточное содержание Ni определяли ме-
тодами инверсионного вольтамперометриче-
ского анализа (ИВА)  и атомно-абсорбционной 
спектроскопии (ААС), а также нефтепродуктов 
(НП) методом ИВА в культуральной жидкости 
проведено на базе научно-исследовательской 
экоаналитической лаборатории ВятГГУ. Про-
боподготовку гомогенизированной биомассы 
ностока осуществляли аналогично сточным 
водам для инверсионного анализа и очищен-
ным сточным водам для определения нефте-
продуктов.

Сущность метода ИВА Ni основана на ад-
сорбционном концентрировании диметилгли-
оксиматных комплексов на поверхности рабо-
чего электрода. Аналитическим сигналом яв-
ляется появление пика катодного восстанов-
ления адсорбированного комплекса, положе-
ние которого характеризует данное вещество 
(в зависимости от условий для никеля может 
находиться при потенциале 1000±200 мВ),  
а его высота пропорциональна концентрации 
никеля в растворе [21]. Измерения проводи-

ли на вольтамперометрическом анализаторе 
«Экотест-ВА» с датчиком «Модуль-ЕМ 04».

Параллельно проводили измерения кон-
центрации Ni  методом ААС на спектрометре 
«Спектр-5». В атомно-эмиссионной спектро-
скопии металлические атомы возбуждаются 
за счёт энергии пламени. При возвращении в 
основное состояние они излучают свет с ха-
рактеристической длиной волны. Это излуче-
ние выделяется монохроматором, и впослед-
ствии измеряется его интенсивность, кото-
рая пропорциональна концентрации изме-
ряемого элемента. В атомно-абсорбционном 
анализе измеряют поглощение, определя-
емое отношением интенсивностей излуче-
ния, прошедшего через пламя без пробы и 
после распыления в него исследуемого рас-
твора  [22].

Определение содержания нефтепродук-
тов основано на выделении эмульгированных 
и растворённых нефтяных компонентов из по-
чвы экстракцией четырёххлористым углеро-
дом, хроматографическом отделении углеводо-
родов от соединений других классов в колон-
ке с оксидом алюминия и количественном их 
определении по интенсивности поглощения 
С-Н связей метиленовых (-СН

2
-) и метильных 

(СН
3
-) групп в инфракрасной области спектра 

(2930±70 см-1). Данный метод позволяет де-
лать эффективную оценку нефтяного загряз-
нения, осуществлять непосредственный мо-
ниторинг загрязнений нефтяными углеводо-
родами без потери каких-либо фракций. Из-
мерение аналитического сигнала проводили 
на приборе «КН-2М» [23]. 

Результаты и обсуждение

Исследования показали, что Nostoc lin-
ckia по-разному реагирует на действие испы-
туемых поллютантов. Так, внесение Ni раз- 
дельно и в сочетании с НП в питательную сре-
ду приводит к существенному замедлению 
роста ЦБ по сравнению с контролем. Числен- 
ность клеток в этих вариантах составляет все-
го от 3,5 до 8,3% по сравнению с контролем. 
Однако при внесении НП титр ЦБ снижа-
ется не столь значительно и составляет 56,8  
и 82,4% в зависимости от концентрации НП 
(табл. 1).

За время экспозиции численность клеток 
в популяции ЦБ в контрольном варианте вы-
росла более чем в 35 раз, под влиянием НП  
(2 и 20 мг/л) – в 20 и 29 раз соответственно, 
тогда как в присутствии Ni (2–5 варианты) 
численность клеток увеличивалась очень  
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незначительно – от 1,2 до 2,9 раза по сравне-
нию с первоначальным титром. 

Таким образом, выявлен сильнейший ин-
гибирующий эффект Ni на интенсивность раз-
множения испытуемой ЦБ.

Более того, определение жизнеспособно-
сти клеток тетразольно-топографическим ме-
тодом показало, что высокие концентрации 
Ni  при сохранении внешней структуры кле-
ток приводят тем не менее к почти полной ги-
бели популяции ЦБ (табл. 2, варианты 3 и 5). 

Пересчёт титра клеток  с учётом их жизне-
способности убедительно показывает токсич-
ность Ni для N. linckia. С увеличением кон-
центрации токсиканта возрастает и ингиби-
рующий эффект (табл. 3).

Специфика и природных, и альгологи-
чески чистых штаммов ЦБ состоит в том, что 
они представляют собой микрокосмы, обиль-
но заселённые бактериями-спутниками, ко-

торые играют существенную роль в адапта-
ции ЦБ к внешним условиям [24, 25]. Опре-
деление численности бактерий-спутников в 
культуральной жидкости N. linckia показало, 
что по сравнению с контролем этот показа-
тель выше только в одном варианте – Ni, 20 мг/л 
(табл. 4). При этом интоксикация питательной 
среды разными поллютантами характеризует-
ся сходной реакцией гетеротрофных бактерий: 
чем выше доза токсиканта, тем больше коли-
чество бактерий. Данный факт можно объяс-
нить по-разному. Одно из объяснений сводит-
ся к тому, что с увеличением концентрации 
токсиканта повышается процентное содержа-
ние мёртвых клеток N. linckia (табл. 2) и это 
создает благоприятную среду для размноже-
ния бактерий-спутников. Возможно и другое 
объяснение: в процессе возрастания концен-
трации токсикантов интенсифицируется отбор 
бактерий, устойчивых к применяемым соеди-

Таблица 1
Влияние поллютантов на интенсивность роста культуры Nostoc linckia

Вариант, доза Титр клеток/мл ·106 Снижение титра,
% к контролю

1. Контроль 250,0±0,44
2. Ni, 2 мг/л 8,8±1,40 3,5
3. Ni, 20 мг/л 18,8±4,0 7,5
4. (Ni+НП), 2 мг/л 10,0±2,5 4,0
5. (Ni+НП), 20 мг/л 20,8±2,52 8,3
6. НП, 2 мг/л 141,9±18,4 56,8
7. НП, 20 мг/л 206,0±32,4 82,4

Таблица 2
 Влияние поллютантов на жизнеспособность клеток Nostoc linckia (%)

Вариант, доза
Доля клеток

Живые Мёртвые
1. Контроль 96,48±4,32 3,52
2. Ni, 2 мг/л 83,53±15,4 16,47
3. Ni, 20 мг/л 2,94 97,06±2,72
4. (Ni+НП), 2 мг/л 88,21±5,2 11,79
5. (Ni+НП), 20 мг/л 2,27 97,73±1,96
6. НП, 2 мг/л 89,6±8,6 10,4
7. НП, 20 мг/л 89,67±7,8 10,33

Таблица 3
Титр клеток Nostoc linckia с учётом их жизнеспособности

Вариант, доза Численность клеток ·106 в 1 мл 
1. Контроль 241,2
2. Ni, 2 мг/л 7,35
3. Ni, 20 мг/л 0,55
4. (Ni+НП), 2 мг/л 8,82
5. (Ni+НП), 20 мг/л 0,47
6. НП, 2 мг/л 127,14
7. НП, 20 мг/л 184,72



Теорeтическая и прикладная экология №1, 2011

72

нениям. В частности, среди свободно живущих 
бактерий выявлены Ni-резистентные штам-
мы, механизм устойчивости которых опреде-
ляется защитным действием магниевого на-
соса бактериальных клеток [26] или способ-
ностью продуцировать сидерофоры в присут-
ствии Ni [27].

Вычисленные коэффициенты корреля-
ции показывают, что в вариантах с раздель-
ным внесением Ni и нефтепродуктов зависи-
мость между численностью бактерий и дозами 
токсикантов очень высокая (рис. 1, 2). 

Поведение гетеротрофных бактерий в сре-
де с внесением Ni и НП одновременно пока-
зывает, что при малой дозе величина коэффи-
циента корреляции примерно такая же, как  
в случае с раздельным внесением токсикан-
тов (рис. 1–3). Однако если увеличение кон-
центрации Ni и нефтепродуктов приводит  
к дальнейшему возрастанию коэффициен-
та корреляции (до 0,9) и, таким образом, на-
блюдается классическая реакция «доза–эф-
фект», то при внесении смеси Ni+НП эта ре-
акция сильно сглажена. 

Таким образом, испытуемые поллютанты 
оказывают сильное действие как на культуру 
ЦБ N. linckia, так и на состояние популяций 
бактерий-спутников. Но действие это различ-
но: применяемые токсиканты в любой концен-
трации вызывают угнетение развития фото-
трофной бактерии и увеличение процентного 
содержания в её популяции мёртвых клеток, 
что особенно чётко проявляется во всех вари-
антах с внесением Ni. В то же время с ингиби-
рованием развития N. linckia  происходит ак-
тивизация размножения бактерий-спутников.

Сопоставление результатов количествен-
ного учёта численности клеток ЦБ и бактерий-
спутников, а также определения жизнеспособ-
ности клеток ностока с результатами  синхрон-
ного химического анализа (ПОЛ, содержание 
хлорофилла, поглощение Ni и НП) показы-
вает, что происходят существенные измене-

Таблица 4
 Влияние поллютантов на численность бактерий-спутников в культуре ЦБ N. linckia

Вариант опыта Доза токсикантов, мг/л
Численность бактерий-спутников, 

103 КОЕ/мл
1.Контроль 0 184±36
2.Ni 2 21±4,5
3.Ni 20 373±25
4.НП 2 15±3,0
5.НП 20 47±7,7
6.Ni+НП 2 41±7,1
7.Ni+НП 20 150±36
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Рис. 1.  Зависимость  численности бактерий-
спутников  N. linckia от дозы внесения никеля
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Рис. 2.  Зависимость численности бактерий-
спутников  N. linckia от дозы внесения 

нефтепродуктов (НП)

Рис. 3.  Зависимость  численности бактерий-
спутников  N. linckia от дозы внесения

никеля и нефтепродуктов
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ния в протекании физиологических процессов  
у N. linckia. Так, содержание хлорофилла а по 
сравнению с контролем снижается во всех ва-
риантах (рис. 4). Наиболее значительное сни-
жение отмечается в случаях внесения в пи-
тательную среду Ni в любых концентрациях  
и Ni в сочетании с НП. 

Сравнение результатов по снижению титра 
клеток N. linckia и содержания в них хлоро-
филла в присутствии Ni показывает их прак-
тическую тождественность (табл. 5). Вероят-
но, разрушение фотосинтезирующего пигмен-
та под действием Ni становится одной из при-
чин гибели популяции ЦБ. 

Изучение действия стрессовых факторов 
на антиоксидантные системы эукариотных во-
дорослей показывает, что могут наблюдаться 
следующие  изменения в структуре и функци-
онировании клетки: вздутие тилакоидов, ак-
кумулирование липидных глобул, увеличе-
ние содержания веществ, реагирующих с ти-
обарбитуровой кислотой и Н

2
О

2
, возрастание 

содержания глутатиона  [28]. 
Установлено, что под влиянием никеля  

и нефтепродуктов происходит возрастание ин-
тенсивности окислительных процессов и нако-
пление продукта перекисного окисления ли-
пидов – малонового диальдегида в культуре  
N. linckia (рис. 5). В большей степени возрас-

тание интенсивности ПОЛ вызывают нефте-
продукты, по-видимому, это связано с особен-
ностями химического состава нефтепродуктов 
и направленности процессов их биодеструкции. 
Так, входящие в состав НП углеводороды, эти-
ленгликоль и пропиленгликоль подвергают-
ся биотрансформации, которая прежде всего 
идет по пути окисления. Нередко в ходе окис-
лительной деструкции токсикантов образуют-
ся активные промежуточные продукты, кото-
рые инициируют образование активных форм 
кислорода (супероксидный радикал и др.), вы-
зывающих окислительное повреждение биоло-
гических молекул, в том числе и липидов [29].

Ранее нами было показано, что поллю-
танты разной химической природы (хлорид 
натрия, ацетат свинца, сульфат меди, треф-
лан бензин) вызывают активацию процессов 
ПОЛ в культуре N. linckia [30]. В большей сте-
пени возрастание интенсивности ПОЛ вызы-
вал сульфат меди.

Определение содержания Ni и НП пока-
зало, что за 14 суток экспозиции ЦБ N. linckia 
в загрязнённой среде содержание токсикантов 
в культуральной жидкости существенно изме-
нилось (табл. 6).

В анализе содержания Ni впервые сравни-
вали два метода его обнаружения: ИВА и ААС. 
Выявлено, что оба метода дают сопоставимые 

Рис. 4.  Содержание хлорофилла а в культуре 
N. linckia при внесении токсикантов,

% от контроля

Рис. 5. Накопление МДА в культуре N. linckia 
под влиянием никеля и нефтепродуктов
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Таблица 5
Снижение численности клеток  N. linckia и содержания в них хлорофилла а 

под действием никеля (% к контролю)

Вариант Титр клеток Содержание хлорофилла а
 Ni, 2 мг/л 3,5 3,0
 Ni, 20 мг/л 7,5 7,5
 (Ni+НП), 2 мг/л 4,0 3,0
 (Ni+НП), 20 мг/л 8,3 9,0
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результаты, хотя метод ААС даёт повышенные 
показатели поглощения. Некоторые расхожде-
ния  в результатах можно объяснить тем, что 
для инверсионного определения приемлемы 
низкие концентрации, поэтому перед анали-
зом исследуемые растворы были разбавлены в 
250 раз. При разбавлении неизбежна ошибка 
анализа, чем и объясняется некоторая разни-
ца результатов анализа двумя методами [31]. 

Тем не менее по полученным результатам 
чётко прослеживается определённая тенден-
ция в поведении ЦБ на поглощение Ni из куль-
туральной среды – чем выше первоначальная 
концентрация токсиканта, тем полнее его из-
влечение из среды биомассой ЦБ (табл. 6).

Таким образом, уровень биосорбции ток-
сикантов из жидкой среды ЦБ N. linckia может 
достигать почти 60%. Учитывая, что культура 
ЦБ первоначально развивалась в загрязнён-
ной среде, реально предположить, что  уровень 
биосорбции может быть существенно выше, 
если биомассу ЦБ, выращенную без добавле-
ния токсикантов, использовать как фильтр, 
пропуская через неё загрязнённую жидкость.

Выводы

1. При культивировании ЦБ N. linckia 
в среде с добавлением никеля и нефтепро-
дуктов происходят существенные изменения 
в количественных параметрах популяции, её 
жизнеспособности, содержании хлорофилла а  
и величины ПОЛ.

2. Из двух испытанных токсикантов ни-
кель обладает более репрессивным действием 
по сравнению с нефтепродуктами.

3. Наличие токсикантов не угнетает раз-
витие бактерий-спутников ностока.

4. Благодаря высокому уровню сорбци-
онной активности N. linckia по отношению к 
никелю и нефтепродуктам данный штамм ЦБ 
можно рассматривать как перспективный объ-
ект для разработки методов цианобактериаль-
ной очистки жидкостей от токсикантов.
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