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Çагрязнение природных вод нефтепро-
дуктами приняло глобальный характер, 
а предотвращение углеводородного за-

грязнения природной среды — одна из са-
мых сложных и актуальных проблем XXI 
столетия [1]. Отдельную группу ароматиче-
ских углеводородов образуют полицикличе-
ские ароматические углеводороды (ПАУ). 
Среди широко распространенных промыш-
ленных загрязняющих веществ эти соедине-
ния представляют особый интерес из-за их 
устойчивости к разложению и токсичности. 
Актуальность исследования трансформации 
и деградации ПАУ обусловлена масштабно-
стью загрязнения водных объектов этими 
поллютантами и вызываемыми ими мута-
генным, канцерогенным и тератогенным эф-
фектами [2].

Высокомолекулярные ароматические 
углеводороды характеризуются гидрофобно-
стью, в воде растворяются весьма ограничен-
но и могут переноситься с водными массами 
в составе взвешенных веществ, оседать в дон-

ные отложения (ДО). Наиболее быстро под-
вергается трансформации бициклический 
нафталин в связи с более высокой раствори-
мостью (31,7 мг/л), по сравнению с трехци-
клическим фенантреном (1,29 мг/л). Другие 
высокомолекулярные ПАУ более стойки к 
биодеградации из-за их низкой растворимо-
сти и большого молекулярного веса [3, 4].

В настоящее время наиболее широко из-
учены пути деградации нафталина и фе-
нантрена при участии отдельных штаммов 
бактерий. Информация о механизмах их де-
градации используется для понимания и 
прогнозирования интенсивности разложе-
ния ПАУ, имеющих более сложную структу-
ру [4, 5].

Известно, что нафталин метаболи-
зируется через цис-1,2-дигидрокси-1,2-
дигидронафталин до салицилового аль-
дегида, салициловой кислоты и катехола. 
Нетипичными метаболитами нафталина яв-
ляются 1-нафтол, 2,2-дигидроксинафталин, 
2-карбоксикоричная кислота, фталиевая и 
бензойные кислоты. Фенантрен в результа-
те последовательных реакций трансформи-
руется до 1-гидрокси-2-нафтойной кислоты. 
Дальнейшие биохимические пути деграда-
ции этого соединения могут быть различ-
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водами р. Сунгари, водосбор которой распо-
ложен на территории Китая. Последствия за-
грязнения р. Амур связаны с биоаккумуля-
цией токсичных веществ в рыбе, риском для 
здоровья населения и проблемами водопод-
готовки [15, 16]. Поэтому исследование ме-
ханизмов трансформации стойких органиче-
ских веществ, включая ПАУ, имеет важное 
научное и прикладное значение.

Цель наших исследований состояла в 
определении особенностей трансформации 
нафталина и фенантрена бентосными ми-
кробными комплексами из различных ме-
стообитаний при изменении температурно-
го режима.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ

Íа участке от г. Благовещенска до г. 
Хабаровска в формировании качества 
воды и химического состава ДО р. Амур 

принимают участие три крупных притока — 
реки Зея, Бурея и Сунгари. Интенсивное 
развитие промышленности и сельского хо-
зяйства в бассейне р. Сунгари оказывает су-
щественное влияние на качество воды на 
трансграничном участке от ее устья до водо-
забора г. Хабаровска. Среди приоритетных 
загрязнителей р. Амур в зоне влияния стока 
р. Сунгари были идентифицированы различ-
ные органические соединения, включая ПАУ 
[15, 16].

Для оценки самоочищающей способ-
ности р. Амур по отношению к стойким 
ароматическим углеводородам (бицикли-
ческий — нафталин и трехциклический — 
фенантрен) были использованы бентосные 
микробные комплексы из ДО, отобранных 
на различных участках р. Амур — выше и 
ниже устья р. Сунгари, на Нижнем Амуре 
(с. Савинское).

Культивирование бентосных микро-
организмов проводили в жидкой пита-
тельной среде следующего состава (г/л): 
KH2PO4 — 1.33; К2HPO4 — 2,67; NH4CI — 1,0; 
Na2SO4 — 2,0; KNO3 –2,0; FeSO4·7H2O — сле-
ды, MgSO4·H2O — 0,1. Инокулят готовили из 
расчета 1 г сырой навески ДО на 100 мл дис-
тиллированной воды, встряхивали на шейке-
ре в течение 20 мин. Затем 1 мл суспензии 
вносили в колбы со 100 мл стерильной пита-
тельной среды с предварительно внесенными 
источниками углерода. Фенантрен и нафта-
лин вносили в горячую питательную среду в 
виде растертой пудры из расчета 100 мг на 
100 мл.

ными — возможно образование о-фталата и 
протокатехата, которые далее расщепляются 
до интермедиатов цикла Кребса [5].

Самоочищение водных экосистем от 
углеводородного загрязнения — сложный, 
многофакторный процесс, состоящий из 
одновременно протекающих физических, 
химических и биологических процессов. 
Важную роль в очищении водных экосистем 
от нефтепродуктов играют микробиологиче-
ские процессы, в которых принимают уча-
стие планктонные и бентосные микробные 
комплексы.

Микроорганизмы могут выступать в ка-
честве индикаторов поступления природных 
и антропогенных углеводородов, процес-
сов их преобразования, а также вторично-
го загрязнения водной среды [3]. Например, 
бактериобентос принимает участие в са-
моочищении водных экосистем путем транс-
формации гидрофобных углеводородов, 
поступающих на дно в результате седимен-
тации. Однако в отдельных случаях образу-
ются промежуточные продукты разложения 
(интермедиаты), которые могут выступать в 
качестве факторов экологического риска в 
связи со своей высокой растворимостью и 
токсичностью [6].

Скорость трансформация ПАУ зависит 
от многих абиотических и биотических фак-
торов, в том числе от способности микроор-
ганизмов вести прикрепленный образ жизни. 
Установлено, что адгезивная активность ми-
кроорганизмов определяет эффективность 
утилизации углеводородов [7]. Высокая 
устойчивость к стрессам прикрепленных кле-
ток микроорганизмов обусловлена способ-
ностью образовывать биопленки с развитым 
полисахаридным матриксом. Образование 
биопленок связано с персистентностью кле-
ток к токсичным веществам, повышенной 
каталитической активностью и их способ-
ностью синтезировать экзогенные ферменты 
при контакте с гидрофобным субстратом [8, 
9]. Клетки, объединенные в биопленки, более 
активны, чем свободные клетки, их иммоби-
лизация способствует функциональной ак-
тивности [10-12]. Формирование биопленок 
имеет важное значение для решения ряда 
технологических вопросов при очистке сточ-
ных вод [8, 13, 14].

Весьма актуальным является исследо-
вание активности природных микробных 
комплексов при загрязнении водных эко-
систем углеводородами сложного строения. 
Среди целого ряда экологических проблем 
Приамурья существует проблема трансгра-
ничного загрязнения р. Амур загрязненными 

Î.Þ. Ìîðîçîâà, 
младший науч-
ный сотрудник, 

ФГБУН Институт 
водных и экологи-

ческих проблем 
Дальневосточного 

отделения 
Российской акаде-

мии наук



Ãèäðîáèîëîãèÿ
53

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Èзвестно, что особую роль в формиро-
вании химического состава природных 
вод играют ДО. Донный ил выступа-

ет в роли сорбента и как активная среда для 
жизнедеятельности бентосных организмов, 
участвующих в процессах самоочищении во-
дных экосистем. ДО являются индикатора-
ми загрязнения водных объектов стойкими 
органическими веществами и ионами тяже-
лых металлов [3]. Исследование микробио-
логических процессов в ДО позволяет про-
гнозировать вторичное загрязнение водной 
среды [6].

Как показали наши исследования, транс-
формация ПАУ (нафталин, фенантрен) и ме-
ханизмы биосорбции бентосных микробных 
комплексов с различных участков р. Амур 
отличались в разных вариантах культивиро-
вания.

Нафталин. В большинстве случаев в вари-
антах с нафталином биопленки находились 
в свободном состоянии, реже развивались на 
частицах субстрата, при встряхивании распа-
дались, что свидетельствовало об обратимой 
адгезии микробных комплексов. Обратимая 
адгезия является способом быстрого реаги-
рования микроорганизмов на стресс без из-
менения жизненной стратегии [8].

Адгезия на частицах нафталина бактери-
обентоса из проб ДО, отобранных на участ-
ке выше устья р. Сунгари, наблюдалась уже 
на 15 сут при температурах 2 °С и 23 °С. 
Наиболее активная колонизация частиц на-
фталина с образованием биопленок происхо-
дила при низкой температуре начиная с 10 
сут, хотя при температуре 2 °С разрыхление 
частиц субстрата было отмечено только на 80 
сут. При температуре 23 °С, начиная с 30 сут, 
было отмечено образование биопленок на ча-
стицах субстрата и их разрыхление (рис. 1). 
Бактериобентос с Нижнего Амура был ме-
нее активным по отношению к нафталину. 
Образование тонких биопленок наблюдали 
только при температуре 23 °С.

Фенантрен. Трансформация фенантрена 
сопровождалась бактериальной адгезией к 
стеклу (на дне колб) при непосредственном 
контакте с частицами субстрата. При интен-
сивном изменении цветности КЖ образовы-
вались слизистые темно-бурые биопленки. 
Это может быть связано с дифференциаци-
ей бактериального сообщества на представи-
телей, способных к необратимой адгезии на 
стекле и развивающихся в виде биопленок 
в толще КЖ за счет растворенной составля-

Учитывая сезонность трансформации 
ПАУ, оценивали влияние трех вариантов 
температурного режима:

1 вариант: 2 °С — имитация зимнего пе-
риода;

2 вариант: 23 °С — условия, приближен-
ные к теплому периоду года (середина лета);

3 вариант: переходный температурный 
режим — 30 сут культивировали при 2 °С, за-
тем до конца эксперимента при 23 °С.

Длительность эксперимента составля-
ла 80 сут. Для оценки активности транс-
формации ПАУ каждую неделю проводили 
описание культуральных характеристик мо-
дельных комплексов, учитывая следующие 
показатели: изменение цветности культу-
ральной жидкости (КЖ), разрыхление ча-
стиц субстрата, образование биопленок, ад-
гезия на стекле (на дне колб). Качественные 
показатели выражали в баллах от 0 до 2. 
Такой подход позволяет определить: актив-
ность биосорбции бентосных микроорганиз-
мов на гидрофобных углеводородах; вли-
яние температурного фактора на характер 
трансформации; адаптационный потенциал 
к загрязнению местообитаний выше и ниже 
устья р. Сунгари и на Нижнем Амуре.

Идентификацию продуктов трансформа-
ции ПАУ проводили в аналитической лабо-
ратории Хабаровского краевого центра эко-
логического мониторинга природной среды 
методом хроматомасс-спектрометрии на 
приборе GCMS-QP 2010 «Shimadzu» по пол-
ному ионному току.

Êëþ÷åâûå 
ñëîâà: биоплен-
ки, трансформа-

ция, нафталин, 
фенантрен, бак-

териобентос
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бентоса. Микробные комплексы с Нижнего 
Амура проявляли слабую активность по от-
ношению к фенантрену только при темпера-
туре 23 °С, формируя тонкие биопленки на 
дне колб.

Продукты трансформации. 
Экспериментальные исследования пока-

зали, что при трансформации ПАУ накопле-
ние цветных продуктов определяется темпе-
ратурным режимом и структурой микробных 
комплексов, зависящей от места отбора проб 
ДО. Образование токсичных цветных про-
дуктов стимулирует продуцирование защит-
ного слизистого матрикса. Изменение абио-
тических и биотических факторов оказывает 
существенное влияние на спектр образуемых 
токсичных продуктов.

ющей с образованием цветных интермеди-
атов. Интенсивное образование слизистого 
матрикса можно связать с защитным меха-
низмом против накопления в КЖ токсичных 
цветных продуктов деградации ПАУ.

Активное образование биопленок микроб-
ными комплексами (местообитания выше и 
ниже устья р. Сунгари) при культивирова-
нии на фенантрене было отмечено уже на 15 
сут при температуре 23 °С. Интенсивное об-
разование бурых биопленок к концу экспери-
мента наблюдали при смене температурного 
режима при участии бактериобентоса из ДО, 
отобранных в зоне влияния стока р. Сунгари 
(рис. 2). При температуре 2 °С активность 
трансформации фенантрена была слабой 
и не зависела от местообитания бактерио-

Рис. 1.  Трансформация нафталина бактериобентосом р. Амур при 
различной температуре: А, Б — при 2 °С выше и ниже устья 
р. Сунгари; В, Г — при смене температурного режима от 2 °С 
до 23 °С там же; Д, Е — при 23 °С там же.

Разрыхление частиц субстрата
Биоплёнки на частицах субстрата
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ции нафталина в присутствии дополнитель-
ного источника углерода (0,2 % пептона) 
при 23 оС с участием бактериобентоса, ис-
пытывающего хроническое загрязнение в 
зоне влияния р. Сунгари. Такая ситуация 
может складываться в условиях эвтрофиро-
вания в летнее время, когда в водной среде 
присутствуют азотсодержащие органические 
вещества и ПАУ. При низкой температуре 
трансформация нафталина происходила с 
образованием диметилбензолов независимо 
от присутствия ко-субстрата.

Изменение абиотических факторов среды 
обитания коренным образом влияло на меха-
низмы трансформации фенантрена, не толь-
ко используемого микроорганизмами в каче-
стве единственного источника углерода, но и 

При трансформации нафталина и фенан-
трена было отмечено образование диметил-
бензолов (ксилолов), они накапливались в 
КЖ независимо от местообитания бактери-
обентоса. Более высокие концентрации ди-
метилбензолов встречались при трансфор-
мации нафталина при низкой температуре, 
причем доминировали м- и п-ксилолы.

Экспериментальное моделирование про-
цессов трансформации нафталина позво-
лило выявить вероятность образования в 
природных условиях целого комплекса ме-
тилированных производных бензола (рис. 3), 
которые часто идентифицируются как ком-
поненты, содержащиеся в сточных водах. 
Максимальное содержание метилбензола 
(толуола) было отмечено при трансформа-

Рис. 2.  Трансформация фенантрена бактериобентосом р. Амур при 
различной температуре: А, Б — при 2 °С выше и ниже устья р. 
Сунгари; В, Г — при смене температурного режима от 2 °С до 
23 °С там же; Д, Е — при 23 °С там же.

Разрыхление частиц субстрата
Биоплёнки на частицах субстрата
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преобразования сложных органических моле-
кул in situ регулируется множеством абиоти-
ческих и биотических факторов, а также их 
суммарным воздействием. Ведущим факто-
ром, определяющим механизм трансформации 
ПАУ, является структура сообществ, сформи-
ровавшихся под влиянием конкретных поллю-
тантов благодаря их адаптационным возмож-
ностям, включая адгезивную способность.

Принимая во внимание, что стойкие ор-
ганические вещества разлагаются очень мед-
ленно, они вовлекаются в процесс трансфор-
мации, происходящий в разные сезоны года 
при изменяющемся температурном режиме, 
который в значительной степени определя-
ет ферментативную активность микробных 
комплексов. Образование биопленок и раз-
рыхление частиц нафталина наиболее актив-
но происходило при участии бактериобенто-
са, развивающегося выше устья р. Сунгари 

при соокислении с легко доступными органи-
ческими веществами. Например, фенантрен в 
условиях эвтрофирования разлагался очень 
медленно даже при оптимальном температур-
ном режиме (23 оС). Среди продуктов транс-
формации в зависимости от условий куль-
тивирования присутствовал нафталин. При 
участии бентосных микробных комплексов в 
трансформации фенантрена был обнаружен 
бутилацетат. Токсичность этого интермеди-
ата для гидробионтов недостаточно изучена.

Çàêëþ÷åíèå

Ïроведенные экспериментальные исследо-
вания особенностей трансформации двух 
представителей ПАУ (нафталина и фе-

нантрена) бентосными микробными комплек-
сами показали, что разнообразие механизмов 

Рис. 3.  Идентификация производных бензола при трансформации нафталина: 1, 5 — бактериобентос из 
разных местообитаний (выше и ниже устья р. Сунагри) при 23 оС; 24, 26 — то же при 2 оС; 2, 6 — 
то же в присутствии ко-субстрата при 23 оС; 25, 27 — то же в присутствии ко-субстрата при 2 оС.
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при широком диапазоне температур (23 °С 
и 2 °С).

В зоне влияния р. Сунгари повышенная 
активность микробных комплексов, куль-
тивируемых на фенантрене, отмечалась при 
температуре 23 °С, а также при смене темпе-
ратурного режима через 30 сут с 2 °С до 23 °С. 
Изменение температурного режима не по-
влияло на характер трансформации нафта-
лина.

Использование бентосных сообществ из 
различных местообитаний позволило выя-
вить особенности трансформации бицикли-
ческих и трициклических ПАУ на трансгра-
ничном участке р. Амур. Полученные данные 
позволяют предположить, что при медлен-
ном разложении ПАУ могут накапливать-
ся вещества, изменяющие цветность водной 
среды. Изменение цветности можно исполь-
зовать в качестве маркера активизации ми-
кробиологических процессов, происходящих 
при трансформации ароматических углево-
дородов, в результате которых образуются 
токсичные интермедиаты. Отметим, что по-
казатели цветности и образования биопленок 
не зависели друг от друга. Это может быть 
связано с различными механизмами утилиза-
ции субстрата — потреблением растворенной 
составляющей фенантрена и при непосред-
ственной сорбции и образовании биопленок 
на частицах нафталина. Адгезивные свойства 
и образование биопленок микроорганизмами 
зависели от места их обитания и характерно-
го загрязнения ДО, обусловленного источни-
ками поступления ПАУ.

При экспериментальном моделирова-
нии трансформации нафталина и фенантре-
на природными микробными комплексами 
было установлено, что изменение абиотиче-
ских факторов оказывает существенное вли-
яние на соотношение токсичных летучих 
продуктов, среди них чаще всего встречались 
метилированные и этилированные произво-
дные бензола. Учитывая субстратную специ-
фичность ферментов, принимающих участие 
в деструкции ПАУ независимо от их проис-
хождения, можно прогнозировать вторичное 
загрязнение водной среды при загрязнении 
ДО ароматическими углеводородами.
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L.M. Kondrat’eva, Z.N. Litvinenko, O.Yu. Morozova

BIOFILM ROLE IN TRANSFORMATION OF HYDROPHOBIC 

AROMATIC HYDROCARBONS

This work considers the results of experimental modeling of microbial transformation of polycyclic aromatic 
hydrocarbons (naphthalene, phenanthrene) by bacteriobenthos of various habitats. Biofilm formation 

depended on temperature regime and sediment pollution by aromatic hydrocarbons in the transboundary 
area of the Amur River. During phenanthrene transformation biofilm formation resulted in production of 
colored intermediates.
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