
Ю.М. Поляк и др.//ВОДА: ХИМИЯ и ЭКОЛОГИЯ ¹ 8, август 2013 г. c. 66–70
66

Введение

Из числа многих проблем, решаемых 
экологами, особое значение приобре-
тает проблема массового развития ци-

анобактерий или «цветение». Вредоносность 
«цветения» заключается в продуцировании 
цианобактериями различных сильнодей-
ствующих токсинов, опасных для человека 
и животных, в снижении качества воды, на-
рушении эстетического вида водоемов и т.д., 
что в конечном итоге может привести к де-
градации водных экосистем [1, 2]. Проблему 
осложняет и широкое распространение циа-
нобактерий. Они встречаются на всех конти-
нентах, в различных экосистемах — на суше, 
в пресных и соленых водах [3].

«Цветение» воды вызывают, как прави-
ло, представители нескольких родов циано-
бактерий, в т.ч. рр. Anabaena, Aphanizomenon, 
Microcystis, Oscillatoria, Gomphosphaeria [4, 5]. 
Несмотря на то, что строение, физиология 
и экология цианобактерий на планктонной 
стадии их жизненного цикла изучена доста-
точно хорошо, вопрос об эффективных эко-
логически безопасных способах защиты во-
доемов от «цветения» еще не решен [6-8].

В этой проблеме большой научный и 
практический интерес представляет такой 
фактор среды обитания микроорганизмов, 
как окислительно-восстановительный по-
тенциал (Eh).

К настоящему времени накоплен об-
ширный экспериментальный материал, сви-
детельствующий о значительном влиянии 
этого фактора на процессы роста и физиоло-
го-биохимическую активность у всех групп 
микроорганизмов [9-12], в т.ч. у цианобакте-
рий [13, 14]. С помощью Eh можно достовер-
но определить не только уровень аэрации, но 
и степень окисленности и восстановленности 
среды в целом [15], судить о стадии роста 
культуры, активности отдельных ферментов 
и метаболизма [16, 17], а также, в значитель-
ной степени, целенаправленно регулировать 
эти процессы [12, 14, 18, 19].

Однако следует отметить, что у иссле-
дователей часто возникают затруднения не 
только при измерении Eh в развивающейся 
культуре, но и при интерпретации получа-
емых результатов. В  значительной степени 
это объясняется чрезвычайной сложностью 
биологических систем. Величина Eh ми-
кробных культур зависит одновременно от 
множества факторов: химического состава 
питательной среды, рН, рО2, изменения со-
става среды в результате потребления или 
трансформации некоторых ее компонентов 
и выделения различных микробных метабо-
литов и др.

В связи с этим, в каждом конкретном 
случае требуются методические исследова-
ния, связанные с выбором материала редок-
сметрического электрода, окислительно-вос-
становительных медиаторов, ускоряющих 
перенос электронов между электродом и 
клетками микроорганизмов, использование 
косвенных методов контроля Eh, если не-
возможны прямые измерения. В  настоящей 
работе исследовали уровень и характер из-
менения Eh в культурах цианобактерий в 
процессе их культивирования.
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Eh в культурах цианобактерий. В процессе роста Anabaena 
variabilis, при нарастании количества хлорофилла а и ка-
ротиноидов значение окислительно-восстановительного по-
тенциала культуральной жидкости остается на постоянном 

уровне. Постоянство этого фактора обусловлено, очевидно, 
свойством цианобактерий регулировать уровень Еh путем 

выделения в среду соответствующих веществ. Установлено, 
что в процессе роста цианобактерий возрастает восстано-

вительная емкость среды.
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фотометре Genesys 10uv scanning («Thermo 
Spectronic», США).

Экстракцию хлорофилла а и каротинои-
дов проводили 90 % ацетоном при 4 ºС в те-
чение 24 ч. Концентрацию хлорофилла а рас-
считывали по формуле Джеффри и Хамфри 
[21]: хлорофилл а (мг/л) = 11,85 А664 — 1,54 
А647 — 0,08 А630.

Cодержание каротиноидов рассчитывали 
по уравнению, предложенному Парсонсом 
и Стриклендом [22]: каротиноиды (мг/л) = 
4,75 А453 — 0,226(6.4 А663 + 18,8 А664).

Измерения рН и Eh осуществляли с помо-
щью рH-метра N5170. Дл измерения Eh ис-
пользовали электроды трех типов: точечный 
платиновый ЭПВ-01, платиновый игольча-
тый диаметром 0,5 мм, редоксметрический 
стеклянный электрод ЭО-01; рН определяли 
электродом ЭСЛ 43-07. В  качестве электро-
да сравнения использовали хлорсеребряный 
электрод ЭВЛ-1М4 в насыщенном растворе 
КСl, а в качестве электролитического клю-
ча  — 3 % агар-агар в насыщенном растворе 
KCl.

Перед использованием платиновые элек-
троды очищали в среде сильнодействую-
щего окислителя  — хромовой смеси, а сте-
клянные  — в смеси концентрированных HF 
и H2SO4 кислот в соотношении 1:2. Далее 
электроды тщательно отмывали дистиллиро-
ванной водой и проверяли по контрольным 
растворам [23]. Стерилизацию электродов 
проводили в автоклаве при 1 атм в течение 
30 мин. 

Результаты и их обсуждение

На первом этапе исследования проведен 
выбор типа электродов для измерения 
Eh культуральной среды цианобакте-

рий. Как показали результаты исследований, 
расхождения в показаниях точечных пла-
тиновых электродов ЭПВ-01 были велики 
и достигали 100 мВ, что, по-видимому, об-
условлено малой поверхностью электродов 
и недостаточной буферностью контролиру-
емой редокс-системы. При использовании 
стеклянных редоксметрических электродов 
не удалось получить стабильных значений 
электродных потенциалов из-за низкой ско-
рости процессов, протекающих на границе 
электрод-раствор. Игольчатые платиновые 
электроды показали достаточно хорошую 
сходимость величин электродных потенци-
алов. Так, в первые сутки развития культу-
ры расхождения в уровнях Еh составляли 

Материалы и методы исследования

В работе использовали альгологически чи-
стую культуру цианобактерий Anabaena 
variabilis K ü t z (CALU 458) из кол-

лекции Биологического института СПбГУ 
(Санкт-Петербург). Цианобактерии вы-
ращивали и поддерживали на питатель-
ной среде BG11 [20], следующего состава 
(г/л): NaNO3  — 1,5, KH2PO4×3H2O  — 0,04, 
MgSO4×7H2O  — 0,075, CaCl2×2H2O  — 0,036, 
кислота лимонная — 0,006, цитрат железа — 
0,006, Na2CO3  — 0,02, ЭДТА  — 0,001. В  пи-
тательную среду вносили раствор метал-
лов в количестве 1 мл на 1 л среды. Состав 
раствора металлов (г/л): H3BO3  — 2,86, 
MnCl2×H2O  — 1,81, ZnSO4×7H2O  — 0,222, 
Na2MoO4×2H2O — 0,39, CuSO4×5H2O — 0,08, 
CoSO4×7H2O — 0,049.

Культивирование цианобактерий про-
водили в течение 24 сут в статических ус-
ловиях в колбах Эрленмейера объемом 250 
мл, содержащих 100 мл питательной среды. 
В качестве посевного материала использова-
ли культуру цианобактерий конца логариф-
мической фазы роста в количестве 5 % по 
объему. Интенсивность освещения составля-
ла 25 µmol/m2/s, температура культивирова-
ния — 25 ºС.

Прирост биомассы цианобактерий учиты-
вали весовым методом. Контроль пигмент-
ного комплекса осуществляли по изменению 
содержания хлорофилла а и каротиноидов, 
определяемых по оптической плотности ха-
рактерных полос поглощения на спектро-
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Рис. 1. �Динамика изменения Еh среды в процессе роста 
Anabaena variabilis.
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дует из рис. 2, рН с первых суток культиви-
рования цианобактерий устанавливается на 
постоянном уровне, что, в определенной сте-
пени, обуславливает и постоянство уровня 
окислительно-восстановительного потенци-
ала, выраженного в единицах rH2.

На рис. 3 представлены результаты изме-
рения фотосинтетических пигментов — хло-
рофилла а и каротиноидов, образованных 
Anabaena variabilis в процессе ее развития. 
В соответствии с ростом Anabaena variabilis, 
содержание в культуральной жидкости хло-
рофилла а и каротиноидов возрастает. При 
этом продуктивность биомассы по хлоро-
филлу а возрастает в первые 8 сут, а в по-
следующие 16 сут незначительно снижается 
(рис. 4). Аналогичные результаты получены 
и в случае с каротиноидами, с той лишь раз-
ницей, что продуктивность по этому пигмен-
ту снижается более значительно.

Постоянство уровня Еh в процессе ро-
ста цианобактерий при увеличении количе-
ства образуемых хлорофилла а и каротинои-
дов обусловлено, по-видимому, тем, что при 
этом устанавливается равновесие между ко-
личеством растворенного кислорода и коли-
чеством восстановленных веществ, выделяе-
мых культурой в среду. В связи с этим были 
проведены эксперименты по определению 
восстановительной емкости (b) редуцирую-
щих веществ, образующихся цианобактерия-
ми в процессе роста.

Восстановительная емкость характери-
зует степень восстановленности среды. Для 
определения величины восстановитель-
ной емкости используют ферри-ферроциа-
нидную систему [25]. Рост окислительно-
восстановительного потенциала системы 
К3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 при контакте с иссле-
дуемым объектом свидетельствует об окис-
ленном, уменьшение  — о восстановленном 
состоянии среды. Восстановительную ем-
кость рассчитывают по уравнению (1):

, где      (1)

10-12 мВ, на стадии активного роста  — 5-6 
мВ. На  основании этих результатов для по-
следующих исследований окислительно-вос-
становительного потенциала в культуре ци-
анобактерий был выбран именно этот тип 
электродов.

Электроды в количестве 2 штук, закре-
пленные в ватно-марлевой пробке, помеща-
ли в колбу с питательной средой и посев-
ным материалом. Измерение Еh в процессе 
культивирования Anabaena variabilis показа-
ло, что в течение первых четырех суток Еh 
возрастает на 40 мВ и достигает уровня 450 
мВ, который остается неизменным до конца 
культивирования, т.е. в последующие 20 сут 
(рис. 1).

При оценке величины Еh важно учиты-
вать и уровень другого физико-химического 
фактора среды — рН, который, как известно, 
оказывает влияние на Еh [10, 24]. Как сле-

Рис. 2. �Динамика изменения рН и rH2 среды в процессе роста 
Anabaena variabilis.

Рис. 3. �Динамика накопления хлорофилла а и каротиноидов 
в процессе культивирования Anabaena variabilis.

Таблица 1 
Восстановительная емкость культуральной 
жидкости в процессе роста Anabaena variabilis

Т, 	
сут

0 3 8 10 15

 b, 	
моль/л

1,0·10-7 9,6·10-6 2,0·10-5 3,3·10-5 4,1·10-5



Гидробиология
69

окислительно-восстановительного потенциа-
ла культуральной жидкости остается на по-
стоянном уровне. Как и в случае с другими 
микроорганизмами, постоянство этого фак-
тора, очевидно, обусловлено свойством ци-
анобактерий регулировать уровень Еh пу-
тем выделения в среду соответствующих 
веществ. Как показано в настоящей работе, 
по мере накопления в культуральной жидко-
сти биомассы цианобактерий и фотосинтети-
ческих пигментов возрастает и восстанови-
тельная емкость среды. Фактор постоянства 
Еh при росте цианобактерий следует учиты-
вать при анализе биомониторинговых на-
блюдений на водоемах.

Очевидно, что регуляция окислительно-
восстановительного потенциала при допол-
нительном внесении в среду окислителей и 
восстановителей позволит целенаправленно 
влиять на процессы жизнедеятельности ци-
анобактерий.
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Сох и Сred  — концентрации окисленной и 
восстановленной форм системы К3Fe(CN)6/
K4Fe(CN)6;

Е1 и Е2  — окислительно–восстанови-
тельные потенциалы системы К3Fe(CN)6/
K4Fe(CN)6 до и после внесения в реакцион-
ную среду цианобактерий;

q = 2,3 RT/F

Для определения b первоначально опре-
делялся потенциал (E1) системы К3Fe(CN)6/
K4Fe(CN)6, приготовленной на питатель-
ной среде и при соотношении Сох/Сred = 10-

4/10-5 моль/л. Затем в измерительную ячей-
ку наливали 50 мл культуральной жидкости 
Anabaena variabilis на разных стадиях ро-
ста и добавляли 0,5 мл раствора К3Fe(CN)6/
K4Fe(CN)6 (10-2/10-3 моль/л).

Как следует из данных, представленных в 
табл. 1, по мере роста цианобактерий восста-
новительная емкость культуральной жидко-
сти возрастает.

Полученные результаты согласуются с ре-
зультатами других авторов, полученными с 
использованием таких бактерий, как Bacillus 
megaterium и Pseudomonas fluorescence, а также 
дрожжеподобных грибов Сandida utilis [26].

Заключение

Таким образом, в процессе роста цианобак-
терий Anabaena variabilis, при нараста-
нии количества хлорофилла а и кароти-

ноидов, интенсивном фотосинтезе, значение 
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Рис. 4. �Продуктивность биомассы Anabaena variabilis по хлорофиллу 
а (■) и каротиноидам (□) в процессе культивирования.
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Yu.M. Polyak, T.D. Shigaeva, V.A. Kudryavtseva, V.I. Sukharevich

Changes of oxidation-reduction potential during 
cultivation of Anabaena variabilis cyanobacteria

Study of rate and direction of Eh changes in cyanobacteria cultures was carried out. It was shown 
that oxidation-reduction potential of cultural liquid is constant during Anabaena variabilis growth 

and increasing chlorophyll and carotenoid quantities. Stability of this factor is apparently explained by 
cyanobacteria capacity to regulate Еh by secreted suitable substances. It was found that reduction capacity 
increases during cyanobacteria growth.
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