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Аннотация. Вопрос очистки вод центрального водоснабжения, а также сточных вод от избыточного содержания тяжёлых металлов 
остаётся актуальным и в настоящее время. Присутствие тяжёлых металлов даже в следовых количествах, оказывает отрицательное 
воздействие не только на окружающую среду, но и на все системы органов человека. На данный момент к числу приоритетных поллю-
тантов, поступающих в организм человека с питьевой водой, относятся железо и марганец. Были проведены исследования по изуче-
нию биологических и функциональных свойств у выделенных из высокомагнитной почвы микроорганизмов, продемонстрировавших 
ранее высокую устойчивость к марганцу (II). Микробные штаммы с максимальной резистентностью к Mn (II) идентифицированы как: 
Bacillus simplex 55.2, B. simplex 13.2 и Listeria murrayi 13.4. Исследована динамика роста B. simplex 55.2 и B. megaterium 69.5 в условиях перио-
дического культивирования в жидкой среде, содержащей 2 ммоль/л Mn (II). Показано, что через 7 сут. культивирования вес биомассы 
B. megaterium 69.5 увеличился в 5,5 раза, B. simplex 55.2 – в 3,7 раза относительно значений через 1 сут. культивирования, оптическая 
плотность культуральной среды B. megaterium 69.5 увеличилась в 4 раза, B. simplex 55.2 – в 2 раза по сравнению с исходной посевной 
дозой. Удельная скорость роста B. megaterium 69.5 через 7 сут. культивирования была выше, чем у B. simplex 55.2 примерно в 2 раза, а 
степень удаления Mn (II) из водной среды была меньше. B. simplex 55.2. снижал содержание Mn (II) на 66 %, B. megaterium 69.5 – на 50%. 
Установлено, что B. megaterium 69.5, B. simplex 55.2, B. simplex 13.2 и L. murrayi 13.4 способны расти в условиях повышенной щёлочности и 
минерализации среды (рН 7–10; 10% NaCl). Учитывая, что данные микроорганизмы способны удалять высокие концентрации Mn (II) 
из водной среды, они представляют перспективу для использования их в биотехнологии очистки воды.
Ключевые слова: ионы марганца (II), марганецокисляющие микроорганизмы, устойчивость, периодическое культивирование, при-
рост биомассы
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Abstract. The issue of water treatment of the central water supply, as well as wastewater, from excessive content of heavy metals (HMs) remains 
relevant at the present time. The presence of heavy metals, even in trace amounts, has a negative impact not only on the environment, but also 
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on all human organic  systems. At the moment, iron and manganese are among the main pollutants entering the human body via drinking water. 
Studies were carried out on the biological and functional properties of microorganisms isolated from highly magnetic soil, which previously 
demonstrated high resistance to manganese (II). Microbial strains with maximum resistance to Mn (II) were identifi ed as: Bacillus simplex 55.2, 
B. simplex 13.2 and Listeria murrayi 13.4. The growth dynamics of B. simplex 55.2 and B. megaterium 69.5 was studied under conditions of periodic 
cultivation in a liquid medium containing 2 mmol/L Mn (II). It was shown that after 7 day’s cultivation, the weight of the biomass of B. megaterium 
69.5 increased by 5.5 times, B. simplex 55.2 increased by 3.7 times relative to the values after 1 day cultivation, the optical density of the culture 
medium B. megaterium 69.5 increased 4 times, B. simplex 55.2 increased 2 times compared with the initial sowing dose. The specifi c growth rate 
of B. megaterium 69.5 after 7 days cultivation was higher than that of B. simplex 55.2 by about 2 times, and the degree of removal of Mn (II) from 
the aquatic environment was less. B. simplex 55.2 reduced the content of Mn (II) by 66%, B. megaterium 69.5 reduced by 50%. It was established 
that B. megaterium 69.5, B. simplex 55.2, B. simplex 13.2 and L. murrayi 13.4 are able to grow in conditions of high alkalinity and mineralization of 
the medium (pH 7–10; 10% NaCl). Taking into account that these microorganisms are able to remove high concentrations of Mn (II) from the 
aquatic environment, they are promising for their use in water treatment biotechnology..
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Введение
Отличительными особенностями современ-

ного мира являются: интенсификация техно-
генеза; включение в биогеохимические циклы 
потоков токсичных элементов в концентрациях, 
не характерных для среды обитания человека, 
значительно превышающих допустимые уровни; 
деградация компонентов окружающей среды 
(атмосферы, гидросферы, литосферы, биосферы) 
[1]. Многие водные объекты урбанизированных 
территорий, особенно расположенные вблизи 
промышленных предприятий, постоянно под-
вергаются сильной техногенной нагрузке, в том 
числе загрязнению тяжёлыми металлами (ТМ) 
[2–4]. Во многих городах отмечено ухудшение 
качества подземных вод, используемых для пи-
тьевого водоснабжения. Экологические послед-
ствия загрязнения вод питьевого назначения ТМ 
разнообразны [5, 6]. Ущерб здоровью населения 
от потребления недоброкачественной питьевой 
воды соразмерен с потерями от стихийных бед-
ствий, голода и других глобальных факторов 
[7, 8]. Наибольшие опасения связаны с влиянием 
ТМ на состояние здоровья детей, как наиболее 
чувствительную субпопуляцию людей [9]. На-
селение Саратовской области в 80% случаев 
использует воду из малых рек для хозяйственно-
бытовых целей, не прошедшую очистку или при 
наличии частичной очистки [10].

К числу приоритетных поллютантов, по-
ступающих в организм человека с питьевой 
водой, относятся железо и марганец [11]. В Са-
ратовской области превышение ПДК марганца 
наблюдалось в реках Хопёр, Большой Узень, 
Карай, Большой Иргиз, Карабулак, в воде для 
водоснабжения г. Вольска [10]. При экзогенном 
поступлении избытка марганца в организм чело-
века с питьевой водой наблюдается общерезорб-

тивное и специфическое повреждающее действие 
марганца на желудочно-кишечный тракт, почки, 
ЦНС, кровяную, костную и иммунную системы, 
снижается активность антиоксидантной систе-
мы и обменных процессов [8]. При постоянном 
употреблении воды с повышенным содержанием 
марганца происходит снижение абсорбции и 
метаболизма железа, что ведёт к развитию же-
лезодефицитного состояния. При избыточном 
поступлении марганца в условиях производства 
развиваются манганозы с возможным синдромом 
паркинсонизма, психическими нарушениями, 
астено-вегетативным синдромом с угнетением 
функции гонад [12]. 

Для извлечения марганца из техногенных 
вод применяют следующие методы: ионную 
флотацию, катионирование, сорбцию, экс-
тракцию, аэрацию, окисление [13]. Поскольку 
марганец относится к токсичным ТМ, и со-
гласно СанПиН 2.1.3684-21 его содержание в 
питьевой воде не должно превышать 0,1 мг/л, 
поэтому удаление марганца из природной воды 
(деманганация) является важной и наиболее рас-
пространённой операцией водоподготовки [14]. 
При этом используются следующие способы: 
увеличение окислительно-восстановительного 
потенциала среды путём применения сильных 
окислителей без корректирования значения рН 
воды; повышение рН воды при недостаточном 
окислительно-восстановительном потенциале 
в случае использования слабых окислителей; 
совместное применение более сильного окисли-
теля и повышение рН среды [15]. Современной 
альтернативой физико-химическим способам 
очистки воды от ТМ являются более доступные и 
инновационные биологические методы с исполь-
зованием микроорганизмов [16–18], в том числе 
для удаления из воды избытка марганца [19].
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Железо и марганец присутствуют в при-
родных водах в форме минеральных или орга-
нических соединений гуминовых или некоторых 
жирных кислот. Железо- и марганоорганиче-
ские комплексы создают условия для развития 
маргано- и ферробактерий [20]. Такие микро-
организмы способны ферментативно окислять 
двухвалентные соединения марганца и другие 
металлы, а также осаждать оксиды элементов 
на поверхности собственной клетки. Данные 
свойства обнаружены у многих микроорганиз-
мов родов Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, а 
также актинобактерий – типичных обитателей не 
только водоёмов, но и почв [21–24]. Показано, что 
микроорганизмы окисляют Mn (II) с помощью 
медь-зависимых оксидаз, которые были найдены 
у пресноводных грамотрицательных бактерий 
Pseudomonas putida, Leptothrix discophora и мор-
ской грамположительной бактерии Bacillus sp. 
SG-1 [25]. Скорость микробиологической транс-
формации растворимого Mn (II) в нерастворимую 
форму Mn (IV) на несколько порядков выше 
скорости абиотического окисления марганца в 
природных водах [21, 23, 26]. Поэтому исполь-
зование микроорганизмов для деманганации 
воды представляется перспективной биотехно-
логией, направленной на снижение избыточного 
содержания марганца в водных экосистемах, в 
очищаемых сточных водах и в питьевой воде [27]. 
Совершенствование биотехнологий микробной 
очистки от ионов марганца связано с получением 
высокоактивных штаммов, изучением и отра-
боткой условий их наиболее эффективного ис-
пользования. В связи с этим выявление подобных 
микробных штаммов, исследование их свойств, 
позволяющих применять микроорганизмы в 
биотехнологиях очистки воды от повышенного 
содержания марганца, является актуальным.

Целью настоящей работы было изучение 
биологических и функциональных свойств 
микроорганизмов, способных к росту в среде, 
содержащей широкий диапазон концентраций 
Mn (II). 

Материалы и методы
В качестве объектов исследования исполь-

зовалось 11 микроорганизмов, изолированных 
ранее из высокомагнитной почвы г. Медногорска 
(Оренбургская область, Россия) [28]. Почвенные 
пробы, из которых изолировали микроорганиз-
мы, характеризовались значительной степенью 
антропогенной нагрузки и чрезвычайно высо-
ким уровнем магнитной восприимчивости, что 

свидетельствовало о повышенном содержании 
в почве магнитных минералов, в первую оче-
редь, минералов группы железа [29]. Среди объ-
ектов наших исследований было два штамма 
железоокисляющих микроорганизмов: Bacillus 
megaterium 69.3 и B. megaterium 69.5, идентифи-
цированных ранее по совокупности изученных 
культурально-морфологических, физиолого-био-
химических признаков и результатов молеку-
лярного типирования [30]. Последовательности 
16S рРНК B. megaterium 69.3 и B. megaterium 69.5 
были зарегистрированы в GenBank NCBI под но-
мерами MK764545 и MK764687 соответственно. 
Также изучали девять изолятов, выделенных с 
использованием селективной среды следующего 
состава, г/л: MnSO4×5H2O – 4,72; (NH4)2SO4 – 0,5; 
NaNO3 – 0,5; K2HPO4 – 0,5; MgSO4×7H2О – 0,5; 
лимонная кислота – 10,0; сахароза – 2,0; пептон 
– 1,0; pH 7,0 [31].

Морфолого-культуральные и физиолого-
биохимические признаки микроорганизмов 
исследовали по стандартным методикам [32]. 
Идентификацию микроорганизмов проводили 
по результатам изучения совокупности морфоло-
го-культуральных и физиолого-биохимических 
признаков согласно определителю бактерий 
Берджи [33]. 

В опытах по изучению влияния рН сред для 
культивирования (в диапазоне рН от 5,0 до 10,0) 
на рост бактерий применяли жидкую питатель-
ную среду (МПБ) с использованием TRIS буфера 
(рН 9,0) и буферного раствора на основе карбона-
та натрия с соляной кислотой (рН 10,0) [34]. При 
изучении способности микроорганизмов расти в 
среде с повышенной степенью минерализации их 
выращивали в МПБ с различным содержанием 
NaCl: 2, 5, 7, 10 и 15%.

Для определения показателей роста микро-
организмов в условиях периодического куль-
тивирования их выращивали в 50 мл жидкой 
селективной среды, содержащей Mn (II) в кон-
центрации 2 ммоль/л в 0,25-л колбах Эрленмей-
ера в настольном шейкере-инкубаторе PSU-10i 
(BioSan, Латвия) при 160 об/мин и температуре 
22–24°С в течение 7 сут. В качестве посевного ма-
териала использовали смыв суточной культуры 
микроорганизмов с агаризованной селективной 
среды стерильным физиологическим раствором. 
Оптическая плотность исходной посевной дозы 
составляла 1,0 ед. при длине волны 440 нм. В 
качестве контроля использовали селективную 
среду без микроорганизмов. Каждый вариант 
изучали в трёх повторностях.
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Показатели роста микроорганизмов опреде-
ляли через 1, 3 и 7 сут. культивирования двумя 
методами (прямым (1) и косвенным (2)): 1) весо-
вой метод – оценка прироста биомассы по сырому 
весу (г/л); 2) анализ абсолютного прироста био-
массы путём измерения оптической плотности 
культуральной жидкости. 

Весовой метод включал следующие про-
цедуры: 1) предварительное взвешивание 
центрифужных пробирок; 2) отделение клеток 
микроорганизмов от культуральной жидкости 
центрифугированием. Для этого центрифугиро-
вали 1 мл культуральной жидкости в пробирках 
(5 шт.) на центрифуге MiniSpin plus (Eppendorf, 
Россия) в течение 5–7 мин при 10 тыс. об/мин. 
После центрифугирования супернатант осто-
рожно сливали; 3) определение веса биомассы. 
Взвешивали центрифужные пробирки с осадком 
клеток микроорганизмов. Вес сырой биомассы 
определяли по формуле:

,

где М – вес сырой биомассы, г/л; А – вес цен-
трифужной пробирки с осадком, г; В – вес цен-
трифужной пробирки без осадка, г; V – объём 
культуральной жидкости, взятый для центри-
фугирования, мл.

Также нами был использован косвенный 
метод оценки биомассы – фотометрический 
метод измерения мутности бактериальной су-
спензии, основанный на её способности погло-
щать свет пропорционально количеству нахо-
дящихся в среде микроорганизмов. Измерение 
оптической плотности культуральной жидкости 
осуществляли при λ = 440 нм на фотоколори-
метре КФК-2 в кювете с длиной оптического 
пути 1,0 см. Абсолютный прирост биомассы 
выражали в единицах оптической плотности 
суспензии клеток микроорганизмов [35].

Удельные скорости роста бактериальных 
культур (μ) рассчитывали по данным концен-
трации биомассы по формуле:

01

10 lnln
TT

XX ,

где X1 и X2 – значения биомассы, соответствую-
щие времени роста Т0 и Т1.

Для измерения массовой концентрации об-
щего марганца в культуральной среде использо-
вали метод с использованием окисления до пер-
манганат-ионов согласно ГОСТ 4974-2014 [36]. 
Сущность метода заключается в каталитическом 

окислении соединений марганца персульфатом 
калия до перманганат-ионов с последующим из-
мерением оптической плотности раствора и рас-
чётом массовой концентрации марганца в среде. 
Для регистрации данных определяли массовую 
концентрацию марганца, используя предвари-
тельно построенный градуировочный график. 

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 2007. Корреляционный анализ 
осуществляли с использованием программы 
STATISTICA 7 (TIBCO Software Inc. 2017, Statsoft 
Russia).

Результаты и их обсуждение
В ходе ранее проведённых скрининговых ис-

следований было установлено, что 9 из 11 иссле-
дованных микроорганизмов, изолированных из 
микробоценозов высокомагнитных почв города 
Медногорска, приоритетными загрязнителями 
которого являются промышленные выбросы с 
ТМ, проявили высокую устойчивость к ионам 
марганца (II) [37].

Были выявлены два микроорганизма с 
максимальной устойчивостью: изолят 55.2 и 
B. megaterium 69.5, максимально-толерантная 
концентрация (МТК) Mn (II) для них составила 
300,0 и 350,0 ммоль/л, минимально-ингибирую-
щая концентрация (МИК) – 350,0 и 450,0 ммоль/л 
соответственно. Чуть ниже были данные по-
казатели у двух других изолятов: 13.2 и 13.4. 
МТК Mn (II) для них составила 200,0, а МИК – 
250,0 ммоль/л. Была продемонстрирована высо-
кая резистентность микроорганизмов: изолята 
55.2 и B. megaterium 69.5 к диапазону концен-
траций Mn (II) от 0,5 до 250,0 ммоль/л при их 
культивировании в питательной и селективной 
жидкой среде. Максимальный рост обоих штам-
мов наблюдался при концентрации марганца (II) 
в среде культивирования 10 ммоль/л [37].

У микроорганизмов, отобранных по ре-
зультатам скрининговых исследований, были 
изучены культурально-морфологические и 
физиолого-биохимические признаки (табл. 1). 
В табл. 1 для сравнения приведена характери-
стика микробного штамма B. megaterium 69.5, 
идентифицированного ранее [30], который 
окислял железо и обладал высокой устойчиво-
стью к Mn (II). 
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Изучение микробных изолятов 55.2 и 13.2 
показало, что они представлены грамположи-
тельными прямыми палочками, расположен-
ными одиночно, обладают подвижностью, 
способны образовывать споры. Эндоспоры сфе-
рические, лежат терминально в раздутом споран-
гии. Данные микроорганизмы факультативные 

анаэробы. Наблюдается хороший рост на МПА 
через сутки культивирования при 28°С. Коло-
нии на МПА мелкие, округлой формы, гладкие, 
блестящие, белого цвета, гомогенные, с ровны-
ми краями, слизистой консистенции; диаметр 
колоний – 1,0–4,0 мм. На МПБ при инкубации в 
течение 24–48 ч без встряхивания наблюдается 

Таблица 1 / Table 1
Морфологические и физиолого-биохимические признаки микроорганизмов
Morphological and physiological and biochemical features of the microorganisms

Тест / Test
Штаммы / Strains

69.5 55.2 13.2 13.4

Окраска по Граму / Gram stain + + + +

Морфология клеток / Cell morphology Бациллы / Bacilli Палочки / Coli

Пигментация / Pigmentation – – – –

Подвижность / Motility + + + +

Рост в анаэробных условиях / Growth under anaerobic 
conditions + + + +–

Каталазная активность / Catalase activity + + + +

Тест Фогес – Проскауэра / Vogues – Proskauer test – – – –

Гидролиз / Hydrolysis
Желатин / Gelatin + + + +

Крахмал / Starch + + + +

Образование кислоты из: /
Formation of acid from:

Глюкоза / Glucose + + + +

Сахароза / Sucrose + + + +

Арабиноза / Arabinose + +- – +

Ксилоза / Xylose + – + –

Лактоза / Lactose + + – +

Мальтоза / Maltose + + + +

Сорбит / Sorbitol + + – +

Маннит / Mannitol + +– +– +–

Редукция нитратов / Reduction of nitrates - – – –

Использование цитрата / Use of citrate - – – –

Рост при: / Growth at: 

10 °С  – – – –

42 °С – – – –

2% NaCl + + + +

5% NaCl + + + +

7% NaCl + + + +

10% NaCl + + + +

15% NaCl – – – –

pH 5 – – – –

pH 9 + + + +

pH 10 + + + +

Образование из пептона / 
Formation of from peptone

Аммиак / Ammonia – – – –

Н2S + – – –

Примечание. «–» – отсутствие роста; «+–» – слабый рост; «+» – заметный рост.
Note. “–” – no growth; “+-” – small growth; “+” – good growth.
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образование плёнки на поверхности среды. Тем-
пературный оптимум 20–30° С. Не растут при 
42 и 10° С. Наблюдается гибель при pH 5, при 
значениях pH 9 и 10 рост сохраняется (табл. 1 и 
2). Не используют цитрат на среде Симмонса, не 
образуют аммиак и Н2S, не продуцируют нитра-
тредуктазу. Оксидазоотрицательные. 

Каталазоположительны. Способны гидро-
лизовать крахмал, желатин. Есть способность к 
окислению глюкозы, лактозы, сахарозы, фрук-
тозы, арабинозы, мальтозы; маннит и ксилозу 
окисляют слабо. Реакция Фогес – Проскауэра 
отрицательная.

По результатам изучения изолята 13.4 было 
установлено, что он представлен грамположи-
тельными палочками, расположенными оди-
ночно или в виде коротких цепочек (3–5 клеток), 
подвижный. Данный микроорганизм является 
факультативным анаэробом. Колонии на МПА 
мелкие, беловатые с перламутровым оттенком, 
плоские, гладкие, блестящие, с ровными кра-
ями, с однородной слизистой консистенцией; 
диаметр колоний – 1–2 мм. При инкубации в 
течение 24–48 ч в МПБ без встряхивания при 
28 °С наблюдается значительный рост, плёнка на 

поверхности среды не образуется. Не растёт при 
42 и 10 °С. При pH 5 происходит гибель микро-
организма, при значениях pH 9 и 10 рост сохра-
няется (см. табл. 1 и 2). Не использует цитрат на 
среде Симмонса, не продуцирует аммиак и Н2S, 
не образует нитратредуктазу. Оксидазоотрица-
тельный. Каталазоположительный. Способен 
гидролизовать крахмал, желатин. Есть способ-
ность к окислению глюкозы, лактозы, сахарозы, 
фруктозы, арабинозы, мальтозы; маннит и ксило-
зу окисляют слабо. Реакция Фогес – Проскауэра 
отрицательная.

На основании проведённых исследований 
по результатам сравнительного анализа культу-
рально-морфологических и физиолого-биохими-
ческих признаков в соответствии с критериями 
дифференциации бактерий, предложенными в 
9-м издании руководства «Определитель бакте-
рий Берджи» (1997), были идентифицированы 
нами как Bacillus simplex 55.2, B. simplex 13.2 и 
Listeria murrayi 13.4. 

У отобранных нами четырёх микробных 
штаммов наблюдался активный рост в среде с со-
держанием NaCl до 10%. При концентрации NaCl, 
равной 15%, рост не обнаруживался (см. табл. 2). 

Таблица 2 / Table 2
Ростовые и ферментативные свойства микроорганизмов

Growth and enzymatic properties of microorganisms

Микроорганизм /
Microorganism

Рост в условиях / Growth in conditions Активность / Activity

pH
содержание NaCl, 

% по объёму /
NaCl content, % by volume

гемолитическая /
hemolytic

липазная /
lipase

лецитиназная /
lecithinase

5 9 10 2 5 7 10 15

Bacillus megaterium 69.5 – + + + + + + – – – –

Bacillus simplex 13.2 – + + + + + + – – – –

Bacillus simplex 55.2 – + + + + + + – – – –

Listeria murrayi 13.4 – + + + + + + – – – –

Примечание. «–» – отсутствие роста; «+» – заметный рост.
Note. “–” – no growth; “+” – good growth.

Согласно Федеральному закону «О санитар-
но-эпидемиологическом благополучии населе-
ния» микроорганизмы, обладающие патогенно-
стью, токсичностью или полирезистентностью к 
антибиотикам, не могут быть включены в состав 
биоремедиационных препаратов, так как несут 
угрозу здоровью человека и животных. Учитывая 
возможность использования изучаемых нами 
микроорганизмов в биотехнологических процес-
сах деманганации воды, была изучена гемоли-
тическая и лецитиназная активность бактерий, 

которая может свидетельствовать о наличии 
факторов патогенности у микроорганизмов.

Гемолитическую активность у микроорга-
низмов определяли методом высева на кровяной 
агар и последующей инкубацией в термостате в 
течение 24–48 ч. В результате не было обнаруже-
но зон гемолиза вокруг образовавшихся колоний 
(см. табл. 2). Также был произведён посев данных 
штаммов на желточно-соляной агар, результат 
теста оказался отрицательным, липазная и ле-
цитиназная активность у изученных микробных 
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штаммов отсутствовала. Проведённые тесты 
косвенно свидетельствуют об отсутствии пато-
генности у изучаемых нами микроорганизмов.

Результаты оценки роста микроорганизмов 
B. simplex 55.2 и B. megaterium 69.5 в условиях 
периодического культивирования в жидкой се-
лективной среде с 2 ммоль/л Mn (II) представле-

ны на рис. 1 и 2. Данная концентрация марганца, 
как было показано ранее [37], не ингибировала 
рост B. megaterium 69.5 и B. simplex 55.2, МТК и 
МИК для этих микроорганизмов были намного 
выше. Учитывая, что ПДК ионов марганца в 
питьевой воде – 0,1 мг/л, данная концентрация 
соответствовала 1000ПДК. 
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Рис. 1. Прирост биомассы по сырому весу у B. simplex 55.2 и B. megaterium 69.5, 
культивируемых в селективной среде c 2 ммоль/л Mn (II)

Fig. 1. Biomass growth by wet weight in strain B. simplex 55.2 and B. megaterium 
cultivated in a selective medium containing 2 mmol/L Mn (II)

Рис. 2. Абсолютный прирост биомассы у B. simplex 55.2 и B. megaterium 69.5, культи-
вируемых в селективной среде c 2 ммоль/л Mn (II)

Fig. 2. Absolute increase in biomass in strain B. simplex 55.2 and B. megaterium 69.5 cul-
tivated in a selective medium containing 2 mmol/L Mn (II)

Согласно весовому методу B. simplex 55.2 
продемонстрировал хороший рост в селектив-
ной среде, содержащей 2 ммоль/л Mn (II) (см. 
рис. 1). Вес сырой биомассы через сутки куль-

тивирования составил 1,6 г/л. Через трое суток 
культивирования в жидкой селективной среде с 
Mn (II) вес биомассы B. simplex 55.2 увеличил-
ся в 2,4 раза по сравнению с первыми сутками 
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культивирования в таких же условиях. Через 
7 сут. культивирования прирост биомассы про-
должался, вес биомассы у данного штамма по 
сравнению с первыми сутками культивирования 
увеличился в 3,7 раза и составил 6,1 г/л.

Согласно весовому методу B. megaterium 
69.5 вес сырой биомассы через сутки культи-
вирования составил 4,88 г/л, что было в 3 раза 
выше, чем вес сырой биомассы у штамма 55.2 (см. 
рис. 1). Через 3 сут. культивирования в жидкой 
селективной среде с ионами марганца вес био-
массы штамма B. megaterium 69.5 увеличился 
в 3,9 раза по сравнению с первыми сутками 
культивирования в таких же условиях. Через 
7 сут. культивирования прирост биомассы про-
должался, вес биомассы у данного штамма по 
сравнению с первыми сутками культивирования 
увеличился в 5,5 раза и составил 26,8 г/л.

Результаты определения абсолютного при-
роста биомассы фотометрическим методом 
несколько отличались от результатов весового 
метода. Хотя тенденция роста B. simplex 55.2 в 
течение 7 сут. сохранялась, но увеличение аб-
солютного прироста биомассы было не таким 
выраженным. Изменение оптической плотности 
через сутки культивирования B. simplex 55.2 про-
изошло незначительно – на 18% относительно 
исходной посевной дозы, которая была равна 
1 ед. (см. рис. 2). Через трое сут. культивирования 
оптическая плотность культуральной среды из-
менилась в 1,55 раза. Через 7 сут. роста микро-
организма оптическая плотность культуральной 
среды увеличилась примерно в 2 раза по сравне-
нию с исходной посевной дозой. 

Результаты определения абсолютного 
прироста биомассы B. megaterium 69.5 фотоме-
трическим методом несколько отличались от 
результатов весового метода, как и у B. simplex 
55.2. Тенденция активного роста B. megaterium 
69.5 в течение 7 сут. сохранялась, но увеличение 
абсолютного прироста биомассы было не таким 
выраженным. Оптическая плотность через сутки 
культивирования B. megaterium 69.5 увеличилась 

в 1,57 раза относительно исходной посевной 
дозы (см. рис. 2). Через 3 сут. культивирования 
оптическая плотность культуральной среды 
увеличилась в 2,55 раза. Через 7 сут. роста микро-
организма оптическая плотность культуральной 
среды возросла в 4 раза по сравнению с исходной 
посевной дозой.

При сравнении роста B. simplex 55.2 и 
B. megaterium 69.5 через 7 сут. культивирования 
видно, что прирост биомассы по сырому весу у 
штамма B. megaterium 69.5 был в 4,4 раза выше, 
чем данный показатель у B. simplex 55.2.

Известно, что распространённым механиз-
мом адаптации к воздействию ТМ у микроорга-
низмов является сорбция соединений металлов, 
в том числе марганца, на клеточной стенке бак-
терий, мембране или капсуле. Многие микроор-
ганизмы, такие как представители родов Bacillus, 
Lactococcus, Pseudomonas, способны поглощать 
ионы ТМ внутриклеточно. Так, исследования, 
проведённые на микробном штамме Bacillus 
thuringiensis DM55 в присутствии 0,25 ммоль 
кадмия, показали, что наибольшее количество 
кадмия аккумулируется биомассой в период с 
начала культивирования и до ранней фазы экс-
поненциального роста [38]. Полученные нами 
данные, продемонстрировавшие, что прирост 
биомассы у исследованных микроорганизмов по 
весу значительно превосходит прирост актив-
ной части биомассы, определённый с помощью 
фотометрического метода, возможно, связан с 
сорбцией ионов марганца микробными клетками, 
что увеличило их вес. 

После оценки прироста биомассы микроор-
ганизмов по весовому и фотометрическому ме-
тодам, нами была рассчитана удельная скорость 
роста μ (табл. 3). Скорость роста микроорганиз-
мов зависит от многих факторов таких, как ус-
ловия, в которых происходило культивирование 
микроорганизмов, физиологические особенности 
исследуемых штаммов, природа утилизируемого 
субстрата и его соответствующая концентрация 
в среде культивирования [18, 39].

Таблица 3 / Table 3
Удельные скорости роста исследованных микроорганизмов

Specifi c growth rates of the studied microorganisms

Микроорганизм /
Microorganism

Скорость роста, усл. ед./ч, по результатам метода /
Specifi c growth rate, CU h-1 based on the method

Весового / Weight method Фотометрического / Photometric method

3 сут. / 3 days 7 сут. / 7 days 3 сут. / 3 days 7 сут. / 7 days

B. simplex 55.2 0,0219 0,0110 0,0066 0,0043

B. megaterium 69.5 0,0467 0,0196 0,0148 0,0082
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Стоит отметить, что удельная скорость ро-
ста у B. megaterium 69.5 значительно выше, чем 
у B. simplex 55.2. Данная закономерность про-
слеживается при использовании как весового, 
так и фотометрического метода. При весовом 
методе оценивания удельная скорость роста 
B. megaterium 69.5 примерно в 2 раза выше через 
трое сут. культивирования, чем у B. simplex 55.2. 
По данным фотометрического метода видно, что 
удельная скорость роста B. megaterium 69.5 в 
2,2 раза выше через 3 сут. культивирования, чем 
у B. simplex 55.2. Через 7 сут. культивирования 
удельная скорость роста B. megaterium 69.5 выше, 
чем у B. simplex 55.2 в 1,8 раза (по данным весо-
вого метода) и в 1,9 раза (согласно фотометри-
ческому анализу). При выборе перспективных 

для практического использования микробных 
штаммов величина удельной скорости роста 
имеет большое значение [40]. С этой точки зре-
ния микробный штамм B. megaterium 69.5 имеет 
преимущества перед B. simplex 55.2.

При измерении массовой концентрации 
марганца в среде культивирования было уста-
новлено, что убыль Mn (II) в среде составила 
около 20% через трое сут. культивирования двух 
исследуемых нами микробных штаммов (рис. 3). 
Через неделю культивирования данный показа-
тель существенно увеличился. Убыль металла 
в среде, в которой культивировался B. simplex 
55.2, составила 66% относительно абиотического 
контроля. Убыль Mn (II) при культивировании 
B. megaterium 69.5 составила 50%.

Рис. 3. Убыль марганца (II) при культивировании B. simplex 55.2 и B. mega-
terium 69.5

Fig. 3. The loss of manganese (II) during the cultivation of B. simplex 55.2 and 
B. megaterium
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Была установлена сильная обратная зависи-
мость между убылью марганца (II) и приростом 
биомассы B. simplex 55.2 по сырому весу (коэф-
фициент корреляции Пирсона = −0,9426, при 
p = 0,00004; коэффициент Спирмена = −1,00); 
между убылью марганца и абсолютным при-
ростом биомассы B. simplex 55.2 (коэффициент 
корреляции Пирсона = -0,9633, при p = 0,000008; 
коэффициент Спирмена = −0,9970). У B. megate-
rium 69.5 корреляционные коэффициенты были 
чуть ниже, чем у B. simplex 55.2, но также сви-
детельствовали о сильной обратной зависимости 
между переменными. Между убылью марганца 
(II) и приростом биомассы B. megaterium 69.5 
по сырому весу коэффициент корреляции Пир-

сона = −0,8916, при p = 0,0005; коэффициент 
Спирмена = −0,9970; между убылью марганца 
и абсолютным приростом биомассы B. megate-
rium 69.5 коэффициент корреляции Пирсона =
= −0,9518, при p = 0,00002; коэффициент Спир-
мена = −0,9939. Таким образом, результаты 
корреляционного анализа свидетельствуют, что 
рост исследованных микроорганизмов в среде, 
содержащей ионы марганца в высокой концен-
трации, строго коррелирует с убылью марганца. 

Заключение
Итак, в ходе скрининговых исследований 

была показана высокая устойчивость к ионам 
Mn (II) у 9 из 11 исследованных микробных 
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штаммов, изолированных из микробоценозов 
высокомагнитных почв г. Медногорска. Выяв-
лены два микробных штамма с максимальной 
устойчивостью: 55.2 и B. megaterium 69.5, МТК 
Mn (II) для них составила 300,0 и 350,0 ммоль/л, 
МИК – 350,0 и 450,0 ммоль/л соответственно. 
Была продемонстрирована высокая резистент-
ность микробных штаммов 55.2 и B. megaterium 
69.5 к диапазону концентраций Mn (II): от 0,5 
до 250,0 ммоль/л при их культивировании в 
питательной и селективной жидкой среде. От-
мечено, что максимальный рост обоих штаммов 
наблюдался при концентрации марганца в среде 
культивирования 10 ммоль/л. 

Выделенные из высокомагнитной почвы 
микробные штаммы с установленной макси-
мальной резистентностью к Mn (II) и способно-
стью к удалению Mn (II) из водной среды были 
идентифицированы нами как Bacillus simplex 
55.2, B. simplex 13.2 и Listeria murrayi 13.4. Уста-
новлено, что микробные штаммы B. megaterium 
69.5, B. simplex 55.2, B. simplex 13.2 и L. murrayi 
13.4 способны расти в условиях повышенной 
щёлочности и минерализации среды (рН 7–10; 
10% NaCl). Показано отсутствие гемолитиче-
ской, липазной и лецитиназной активности у 
штаммов, что косвенно свидетельствует о не-
патогенности микроорганизмов.

Изучена динамика роста B. simplex 55.2 и 
B. megaterium 69.5 в условиях периодического 
культивирования в жидкой среде с 2 ммоль/л 
Mn (II). Через 7 сут. культивирования вес био-
массы B. megaterium 69.5 увеличился в 5,5 раза, 
оптическая плотность культуральной среды в 
4 раза по сравнению с показателями через 1 сут., 
что было в несколько раз выше показателей у 
B. simplex 55.2. Оба микроорганизма активно 
росли в данных условиях и снижали содержа-
ние Mn (II) в среде культивирования на 50 и 
66% за 7 сут. 

Таким образом, в результате проведённых 
исследований доказано, что высокомагнитные 
почвы представляют собой источник высоко-
специализированных микроорганизмов, обла-
дающих способностью расти при неблагопри-
ятных условиях окружающей среды (pH 9–10), 
а также в условиях повышенной солёности, и 
являющихся условно экологически безопас-
ными. Учитывая, что данные микроорганиз-
мы способны удалять высокие концентрации 
Mn (II) из водной среды, они представляют 
перспективу для использования их в биотехно-
логии очистки воды. 
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