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Аннотация. Изучение микроорганизмов, способных удалять из водной среды такие опасные загрязнители, как тяжёлые металлы, 
имеет большое значение с точки зрения возможного использования микроорганизмов в биотехнологиях очистки воды. Были прове-
дены скрининговые исследования среди микроорганизмов, выделенных из микробоценозов высокомагнитных почв г. Медногорска 
(Оренбургская область, Россия), для оценки уровня их устойчивости к ионам марганца (II). Объектами исследований являлись девять 
штаммов марганецокисляющих микроорганизмов и два штамма железоокисляющих микроорганизмов: Bacillus megaterium 69.3 и 
B. megaterium 69.5. Установлено, что для большинства из исследованных микроорганизмов характерна повышенная устойчивость к 
ионам марганца (II) при росте на агаризованной среде. Максимальная устойчивость к Mn (II) обнаружена у микробных штаммов: 55.2 
и B. megaterium 69.5. Максимально толерантная концентрация (МТК) Mn (II) для этих микроорганизмов составила 300 и 350 ммоль/л; 
минимальная ингибирующая концентрация (МИК) – 350 и 450 ммоль/л соответственно. При изучении роста двух микробных штаммов: 
55.2 и B. megaterium 69.5 в жидких средах в течение 5 сут определено, что устойчивость микроорганизмов к Mn (II) при культивирова-
нии их в селективной среде выше, чем при культивировании их в питательной LB-среде. Результаты показали высокую резистентность 
микроорганизмов к диапазону концентраций Mn (II): от 0,5 до 250 ммоль/л в жидкой среде. Максимальный рост исследованных ми-
кробных штаммов наблюдался при концентрации Mn (II) в среде культивирования 10 ммоль/л. Выявленные нами микробные штаммы 
с высокой устойчивостью к Mn (II) открывают перспективу практического использования данных микроорганизмов в биотехнологиях 
очистки питьевых и сточных вод от повышенного содержания марганца.
Ключевые слова: ионы марганца (II), марганецокисляющие микроорганизмы, устойчивость, максимальная толерантная концентра-
ция, минимальная ингибирующая концентрация
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Abstract. From the stand point of the possible use of microorganisms in water purifi cation biotechnologies, studying microorganisms capable of 
removing dangerous pollutants such as heavy metals from the aquatic environment is of great importance. Microbial screening was conducted on 
isolates from microbiocenoses of highly magnetic soils of the city Mednogorsk (Orenburg region, Russia), to assess their resistance to manganese 
(II) ions. The objects of this research  were nine strains of manganese-oxidizing microorganisms and two strains of iron-oxidizing microorganisms: 
Bacillus megaterium 69.3 and B. megaterium 69.5. It was observed that, most of the studied microorganisms were characterized by increased 
resistance to manganese (II) ions when grown on an agar medium. Maximum resistance to Mn (II) was observed in microbial strains: 55.2 and 
B. megaterium 69.5. The maximum tolerant concentration (MTC) of Mn (II) for these microorganisms was 300 and 350 mmol/L; the minimum 
inhibitory concentration (MIC) was 350 and 450 mmol/L, respectively. When studying the growth of the two microbial strains: 55.2 and 
B. megaterium 69.5 in liquid media for 5 days. It was discovered that, when cultured in a selective medium, microbial resistance of the strains 
to Mn (II) was higher compared to when cultured in a nutrient LB medium. The results showed high resistance of microorganisms to a range of 
Mn (II) concentrations: from 0,5 to 250 mmol/L in a liquid medium. Maximum growth of the studied microbial strains was observed at Mn (II) 
concentration of 10 mmol/L. These microbial strains with high resistance to Mn (II) open up the prospect of their practical use for biotechnological 
purposes involving the purifi cation of drinking and wastewater from high manganese content.
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Введение

Марганец – элемент, играющий значитель-
ную роль в биологическом круговороте веще-
ства и энергии, поэтому любые отклонения в 
содержании данного элемента в тех или иных 
составляющих биосферы приводят к значитель-
ным изменениям состояния окружающей среды, 
что, в свою очередь, оказывает влияние и на 
состояние здоровья человека. Это обусловлено 
тем, что тяжёлые металлы (ТМ) обладают свой-
ствами: персистентностью, общетоксичностью, 
способностью к геоаккумуляции и биоакку-
муляции, биомагнификации, канцерогенному 
и мутагенному воздействию на все системы 
органов человека [1, 2]. 

Многие водные объекты различных урбо-
экосистем постоянно подвергаются сильной 
техногенной нагрузке, в них нередко наблю-
дается превышение ПДК тяжёлых металлов, в 
том числе марганца [3–5]. Марганец входит в 
перечень приоритетных поллютантов, посту-
пающих в организм человека с питьевой водой 
[6]. Известно, что при экзогенном поступлении 
марганца в организм человека при его избытке в 
питьевой воде проявляется общерезорбтивное и 
специфическое повреждающее действие марган-
ца на ЦНС, желудочно-кишечный тракт, почки, 
иммунную, кровяную и костную систему, сни-
жается активность антиоксидантной системы и 
обменных процессов [7]. 

В условиях антропогенеза предъявляются 
повышенные требования к качеству воды и со-
держанию в ней допустимых концентраций ТМ, 
что требует модернизации уже существующих 
или поиска новых экологически безопасных 
и экономически выгодных способов очистки. 

Необходимо отметить, что бóльшая часть солей 
ТМ хорошо растворима в воде, из этого следует, 
что их удаление с помощью физико-химических 
методов является не выгодным, когда речь идет 
о невысоких концентрациях металла в среде 
[8, 9]. ТМ в растворимой форме не задержива-
ются большинством песчаных фильтров, кото-
рые установлены на очистных сооружениях. 
Хорошей альтернативой физико-химическим 
способам очистки воды от ТМ являются более 
доступные и инновационные биологические 
методы, например, биосорбция и биоаккуму-
ляция [10–13].

Способность окислять двухвалентные 
соединения марганца, а также и другие ме-
таллы, и осаждать оксиды элементов на по-
верхности собственной клетки характерно для 
многих микроорганизмов родов Burkholderia, 
Pseudomonas, Bacillus, а также актинобактерий 
[14–18]. Установлено, что главный путь бакте-
риального окисления Mn (II) – энзиматический, 
с использованием медь-зависимых оксидаз, 
которые были обнаружены у пресноводных гра-
мотрицательных бактерий Leptothrix discophora, 
Pseudomonas putida и морской грамположитель-
ной бактерии Bacillus sp. SG-1 [19]. Микробное 
преобразование растворимого Mn (II) в не-
растворимую форму Mn (IV) происходит при 
скоростях, которые на несколько порядков 
выше абиотического окисления марганца в 
природных водах [15, 17, 20]. Поэтому био-
логический потенциал марганецокисляющих 
микроорганизмов целесообразно использовать 
для снижения избыточного содержания данного 
элемента в водных экосистемах, в очищаемых 
сточных водах и в питьевой воде [21]. 
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Цель настоящей работы состояла в оценке 
уровня устойчивости микроорганизмов, выде-
ленных из микробоценозов высокомагнитных 
почв, к марганцу (II) для выявления микробных 
штаммов с максимальной устойчивостью и ро-
стом в присутствии повышенных концентраций 
металла.

Материалы и методы 
В качестве объекта исследования использо-

вались марганецокисляющие микроорганизмы 
(9 штаммов) и два штамма железоокисляющих 
микроорганизмов (Bacillus megaterium 69.3 и 
B. megaterium 69.5), выделенные нами ранее 
из почвенных микробоценозов г. Медногорска 
(Оренбургская область, Россия) [22, 23]. В городе 
Медногорске, расположенном в зоне разнотрав-
но-типчаково-ковыльных степей, сложилась 
сложная экологическая ситуация, обусловленная 
загрязнением выбросами промышленных пред-
приятий, главным образом, ООО «Медногорским 
медно-серным комбинатом». Приоритетные за-
грязнители – медь, железо, марганец, соединения 
серы. Почвы – чернозёмы типичные и чернозёмы 
обыкновенные с нейтральной реакцией среды. 
По результатам проведённых нами анализов 
определения магнитных, механических, физи-
ко-химических свойств почв и степени антропо-
генной трансформации почвенного покрова мы 
охарактеризовали почвы, которые отличались 
максимально высокими значениями магнитной 
восприимчивости и максимальной степенью 
антропогенной нагрузки, как урбанозёмы. Из 
микробоценозов урбанозёмов на агаризованной 
селективной среде [24, 25] нами были изолирова-
ны марганецокисляющие и железоокисляющие 
микроорганизмы, которые хранились при 4 оС 
на столбиках 6 %-ной агаризованной селек-
тивной среды под стерильным вазелиновым 
маслом с регулярными пересевами. Два штамма 
железоокисляющих микроорганизмов B. mega-
terium 69.3 и B. megaterium 69.5 ранее [23] были 
идентифицированы нами, последовательности 
16S рРНК данных штаммов приняты в GenBank 
NCBI под  регистрационными  номерами 
MK764545 и MK764687 соответственно.

Для определения максимальной толерант-
ной концентрации (МТК) и минимальной ин-
гибирующей концентрации (МИК) Mn (II) для 
исследуемых микроорганизмов (11 штаммов) 
оценивали их способность к росту на агаризо-
ванной LB-среде [26], содержащей Mn (II) в диа-
пазоне концентраций: 0; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 
3,0; 4,0; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 50,0; 100,0; 
150,0; 200,0; 250 ммоль/л. Для двух штаммов 

(55.2 и B. megaterium 69.5) концентрационный ряд 
был продолжен: 300,0; 350,0; 400,0; 450,0; 500,0.

При приготовлении селективной среды 
жидкую агаризованную LB-среду (в био-
логических пробирках по 20 мл) и раствор 
металла (использовали соль MnSO4×5Н2О) 
автоклавировали отдельно при 1 атм. После 
автоклавирования в каждую из пробирок с 
неостывшей LB-средой добавляли раствор 
металла в необходимой концентрации и раз-
ливали в стерильные чашки Петри. Затем по 
5 мкл суспензии суточной культуры исследу-
емых микроорганизмов наносили точечно на 
поверхность агаризованной LB-среды в чашках 
Петри с различными концентрациями марганца. 
Чашки Петри концентрационного ряда с ис-
следуемыми микроорганизмами в нескольких 
повторностях инкубировали в термостате при 
28 °С. Ежедневно визуально оценивали рост 
микроорганизмов в течение 10 суток. MТК 
определяли как концентрацию металла в среде 
в той последней чашке Петри, где еще наблю-
дался рост микроорганизмов. MИК определяли 
как концентрацию металла в той первой чашке 
Петри, где рост микроорганизмов был меньше, 
чем в предыдущей [27–29]. 

У отобранных по результатам оценки МИК и 
МТК микробных штаммов (55.2 и B. megaterium 
69.5) изучали динамику роста в жидких средах: 
питательной LB-среде и селективной среде для 
марганецокисляющих микроорганизмов [24, 25], 
содержащих возрастающие концентрации 
Mn (II): 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0; 100,0; 
150,0; 200,0; 250,0 ммоль/л. В качестве посевного 
материала использовали смыв суточной микроб-
ной культуры с агаризованной питательной 
среды стерильным физиологическим раствором. 
Оптическая плотность исходной посевной дозы, 
измеренной на фотоколориметре КФК-2 в кювете 
с длиной оптического пути 1,0 см, составляла 
0,2 ед. при λ = 440 нм. В качестве абиотическо-
го контроля использовали жидкие среды для 
культивирования без микроорганизмов. Каждый 
вариант был изучен в 3 повторностях. Показатели 
роста определяли спектрофотометрически на 
спектрофотометре LEKI SS2107UV («MEDIORA 
OY», Финляндия) через 5 сут культивирования 
микроорганизмов при 28 °C.

Для всех полученных данных вычисляли 
средние значения, для сравнения которых ис-
пользовали показатели стандартного отклонения 
и наименьшей существенной разницы. Статисти-
ческую обработку результатов проводили при 
p<0,05 с помощью программного обеспечения 
Microsoft Еxcel 2010. 
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Результаты и их обсуждение
В ходе проведённых экспериментов мы 

определили устойчивость одиннадцати микроб-
ных штаммов к действию диапазона концен-
траций Mn (II) по способности исследуемых 
микроорганизмов к росту на агаризованной 
LB-среде, содержащей Mn (II). Результаты экс-
перимента продемонстрировали, что большин-
ство из исследованных нами микроорганизмов 
отличались повышенной устойчивостью к 
марганцу (табл. 1). 

На рис. 1 представлена визуальная оценка 
роста ряда исследуемых микроорганизмов на 
агаризованной LB-среде, содержащей Mn (II) в 
концентрациях от 7,5 до 25,0 ммоль/л.

Для оценки уровня индивидуальной ме-
таллоустойчивости микробных штаммов мы 
рассчитали МТК и МИК Mn (II) (табл. 2). 
Максимальной устойчивостью к Mn (II), как 
показали эксперименты, обладали микробные 
штаммы 55.2 и B. megaterium 69.5. МТК Mn (II) 
для этих микроорганизмов составила 300,0 и 
350,0 ммоль/л; МИК – 350,0 и 450,0 ммоль/л 
соответственно.

Микробный штамм B. megaterium 69.5 был 
выделен нами из почвенного микробоценоза 
на селективной среде для железоокисляющих 
микроорганизмов [22].

Ранее нами было установлено, что МТК 
Fe (II) для B. megaterium 69.5 составила 1200 мг/л, 
МИК – 1800 мг/л, была продемонстрирована 
способность данного микробного штамма 
окислять железо в жидкой среде в чрезвычай-
но высокой концентрации [23]. Тот факт, что 
B. megaterium 69.5 проявил максимально высо-
кую устойчивость к марганцу по сравнению с 
другими исследованными микроорганизмами, 
согласуется с литературными данными о на-
личии нередко встречающейся у бактерий пере-
крестной резистентности к ТМ [30, 31].

Итак, по результатам оценки МТК и МИК 
микробных штаммов мы отобрали для дальней-
ших исследований два штамма с максимальной 
резистентностью к марганцу: 55.2 и B. megateri-
um 69.5. Результаты изучения роста микробного 
штамма 55.2 в жидкой питательной LB-среде и 
в селективной среде, содержащей возрастающие 
концентрации Mn (II) от 0,5 до 250,0 ммоль/л, 
представлены на рис. 2. Как видно из данного 
рисунка, наиболее активный рост штамма 55.2 
происходил в LB-среде при концентрации 
Mn (II) 5,0 ммоль/л, в селективной среде для 
марганецокисляющих микроорганизмов – 
10,0 ммоль/л. Значение оптической плотности 
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Рис. 1. Оценка роста микробных штаммов: а – 13.3; б – 13.2; в – 13.1; г – 55.1; д – 55.2; 
на агаризованной LB-среде, содержащей Mn (II) в различных концентрациях

Fig. 1. Assessment of the growth of microbial strains No: a – 13.3; b – 13.2; c – 13.1; d – 55.1; e – 55.2; 
on agar LB medium containing Mn (II) in various concentrations

Таблица 2 / Table 2
МТК и МИК исследованных микробных штаммов

MTC and MIC for the studied microbial strains

Показатель / 
Indicator

Микробные штаммы / 
Microbial strains

55.1 55.2 55.7 55.5 55.8 13.1 13.2 13.3 13.4 69.3 69.5

МТК, ммоль/л / 
MTC, mmol/L 150,0 300,0 3,0 1,5 0,2 20,0 200,0 15,0 200,0 200,0 350,0

МИК, ммоль/л / 
MIC, mmol/L 200,0 350,0 4,0 2,0 0,5 25,0 250,0 20,0 250,0 250,0 400,0

Е. В. Плешакова и др. Изучение марганецокисляющих микроорганизмов

а/a

б/b

в/c

г/d

д/e
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культуральной среды увеличилось в 6,8 и 8,2 
раза соответственно (см. рис. 2, а и б). При куль-
тивировании штамма 55.2 в LB-среде, содер-
жащей марганец в концентрации 50,0 ммоль/л и 
выше, развития микроорганизма не наблюдалось, 
значения оптической плотности культуральной 
среды соответствовали значениям исходной по-
севной дозы или были ниже. В то же время рост 
микробного штамма 55.2 в селективной среде, 
содержащей Mn (II) во всех изученных концен-
трациях (от 0,5 до 250,0 ммоль/л), превышал ис-
ходную оптическую плотность (в 2 раза и более), 
свидетельствуя об отсутствии лимитации роста 
микроорганизма под действием ионов марганца.

Наиболее активный рост B. megaterium 69.5 
в LB-среде обнаруживался при концентрации 
Mn (II) 0,5 ммоль/л (рис. 3, а). Оптическая плот-
ность культуральной среды увеличилась в этом 
варианте в 10,4 раза.

При культивировании данного штамма в 
LB-среде, содержащей марганец в возрастающей 
концентрации до 250,0 ммоль/л, наблюдалась 
тенденция к плавному снижению роста микро-
организма с увеличением концентрации Mn (II). 

При концентрации марганца от 1,0 до 
150,0 ммоль/л рост был существенным, в 1,8–7,8 
раз превышая исходную оптическую плотность. 
При концентрации ионов марганца в среде 

Рис. 2. Абсолютный прирост биомассы микробного штамма 55.2 при культивировании 
в жидкой среде с Mn (II): а – в LB-среде; б – в селективной среде [24, 25] 

Fig. 2. Absolute biomass increase of microbial strain 55.2 when cultured in a liquid medium 
with Mn (II): a – in LB-medium; b – in selective medium [24, 25]

а/a

б/b
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200,0 и 250,0 ммоль/л развития микроорганизма 
не наблюдалось, значение оптической плотности 
культуральной среды было на уровне значения 
исходной посевной дозы и ниже, демонстрируя 
ингибирующее воздействие металла на изучае-
мый микроорганизм.

При культивировании B. megaterium 69.5 в 
селективной среде, как и при культивировании 
микробного штамма 55.2, активный рост микро-
организма наблюдался при всех изученных 
концентрациях Mn (II) (от 0,5 до 250,0 ммоль/л), 
превышая исходную оптическую плотность 

в 2,9–9,4 раза, свидетельствуя об отсутствии 
угнетения роста микроорганизма вследствие 
действия ионов марганца (см. рис. 3, б). Анало-
гично результатам, полученным при изучении 
роста микробного штамма 55.2, максимальный 
рост B. megaterium 69.5 в селективной среде 
обнаруживался при концентрации Mn (II) 
10,0 ммоль/л. 

Итак, мы установили, что исследованные 
микроорганизмы: микробный штамм 55.2 и 
B. megaterium 69.5 проявляют устойчивость к 
более высоким концентрациям ионов марган-

Рис. 3. Абсолютный прирост биомассы B. megaterium 69.5 при культивировании в жидкой 
среде с Mn (II): а – в LB-среде; б – в селективной среде [24, 25] 

Fig. 3. Absolute biomass increase of B. megaterium 69.5 when cultured in a liquid medium 
with Mn (II): a – in LB-medium; b – in selective medium [24, 25]

а/a

б/b

Е. В. Плешакова и др. Изучение марганецокисляющих микроорганизмов
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ца (II) при культивировании в селективной 
среде по сравнению с выращиванием в полно-
ценной питательной среде (LB-среде). При этом 
было установлено, что значения МИК Mn (II) 
для этих микробных штаммов в жидкой LB-
среде значительно ниже, чем МИК, установ-
ленные на агаризованной LB-среде. В некото-
рых исследованиях были получены сходные 
результаты, которые исследователи связывают 
с механизмом устойчивости к ТМ, нередко 
пересекающимся с поддержанием гомеостаза 
у микроорганизмов [32].

Наблюдался сходный дозозависимый харак-
тер влияния ионов марганца на рост двух иссле-
дованных штаммов, культивируемых в жидкой 
селективной среде. В целом рост B. megaterium 
69.5 в селективной среде с Mn (II) был более вы-
раженным по сравнению с ростом микробного 
штамма 55.2.

Заключение
Итак, полученные нами результаты про-

демонстрировали, что 9 из 11 исследованных 
микробных штаммов, изолированных из ми-
кробоценозов высокомагнитных почв города 
Медногорска, приоритетными загрязнителями 
которого являются промвыбросы с ТМ, прояви-
ли высокую устойчивость к ионам марганца (II). 
Такая устойчивость выделенных микроорга-
низмов к Mn (II) указывает на то, что подобные 
техногенно загрязнённые почвы могут являться 
природным резервуаром для направленного 
отбора микроорганизмов, перспективных для 
использования в биотехнологиях очистки воды 
от избыточного содержания марганца. 

Сравнительный анализ уровня устойчиво-
сти к Mn (II) у исследованных микроорганизмов 
при их росте на плотной среде позволил выявить 
два бактериальных штамма (55.2 и B. megate-
rium 69.5) с максимальными значениями МТК 
и МИК. Результаты дальнейшего изучения 
роста двух отобранных микробных штаммов в 
жидкой среде подтвердили высокую резистент-
ность микроорганизмов к диапазону концен-
траций Mn (II): от 0,5 до 250,0 ммоль/л. Было 
установлено, что при концентрации марганца в 
среде культивирования 10 ммоль/л наблюдается 
максимальный рост обоих штаммов.

Несомненно, высокоустойчивые к марган-
цу (II) микроорганизмы представляют научно-
практический интерес, они могут послужить 
основой для технологии очистки природных и 
сточных вод от повышенного содержания ионов 
марганца. 
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