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Аннотация. 
В связи с активным развитием морской транспортной инфраструктуры и возможным появлением сопутству-
ющих углеводородных загрязнений возникает необходимость в разработке новых безопасных способов как 
непосредственной ликвидации загрязнений, так и их последствий. Одним из перспективных и безопасных 
способов является применение микробиологических препаратов на основе микроорганизмов-деструкторов 
нефти. В данной работе рассмотрено влияние штамма Arthrobacter psychrochitiphilus ARC 42 на основные зве-
нья морских экосистем. Было установлено, что исследуемый штамм не ингибировал развитие сапрофит-
ной микробиоты, в высоких концентрациях влиял на развитие культуры фитопланктона, практически не 
оказывал воздействия на бентосные организмы, в рекомендуемых концентрациях безопасен для рыб и не 
оказывает влияния на их физиологические показатели. Проведение опытов с добавлением нефти позволило 
установить отсутствие токсичности продуктов ее разложения, что подтверждает безопасность применения 
препарата на основе данного штамма.
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ВВЕДЕНИЕ
Арктический регион РФ является одной из 

наиболее интенсивно развивающихся экономи-
ческих зон [1], в котором происходит как осво-
ение новых месторождений полезных ископае-
мых, так и развитие прибрежной транспортной 
инфраструктуры, в том числе – для переработки 
и транспортировки нефти и газа [2]. В настоя-
щее время ведутся работы по более интенсив-
ному использованию Северного морского пути 
для транспортировки углеводородов и других по-
лезных ископаемых, поэтому очевидно, что ко-
личество нефтепродуктов, непреднамеренно по-
падающих в морские акватории при эксплуата-
ции морского транспорта, может расти [3]. Для 
ликвидации последствий потенциальных угле-
водородных загрязнений и минимизации ущер-
ба окружающей среде необходимо использовать 
наиболее эффективные и экологически безопас-
ные подходы [4; 5]. Одним из способов очистки 
прибрежных участков акваторий от углеводоро-
дов нефти может являться использование микро-
биологических препаратов [6]. Специально ото-
бранные аборигенные штаммы микроорганиз-

мов способны проявлять высокую активность 
в разложении компонентов нефти даже при низ-
ких температурах северных широт. Это свойство 
делает их особенно ценными для потенциально-
го использования в биоремедиации морских не-
фтяных загрязнений в холодных климатических 
условиях [7; 8]. Ареалом их обитания и местом 
выделения могут быть акватории морей аркти-
ческого региона, где они – естественные компо-
ненты морских экосистем [9].

Микробные препараты можно использовать 
как отдельно, так и совместно с диспергентами и 
другими решениями для утилизации углеводород-
ных загрязнений [10]. В качестве носителя для не-
фтеокисляющих микроорганизмов, как правило, 
используются относительно инертные компонен-
ты, которые могут служить субстратом для разви-
тия и источником дополнительного углеродного 
питания, что увеличивает скорость роста микро-
организмов [11]. Для успешного использования 
данного подхода при очистке морских акваторий 
необходимо оценить потенциальные экологиче-
ские риски его применения. В  частности, требу-
ется: (1) оценка взаимодействия препаратов с мо-
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дельными морскими видами организмов; (2) из-
учение токсичности микроорганизмов и их мета-
болитов, в т.ч. продуктов разложения нефти; (3) 
разработка методов контроля микроорганизмов в 
водной среде для оценки их распространения по-
сле внесения. Подобные исследования могут быть 
проведены на модельных морских гидробиоцено-
зах с использованием стандартизированных тест-
организмов. 

Многие штаммы микроорганизмов-деструк-
торов уже были протестированы на биобезопас-
ность и показали низкую токсичность, а так-
же  – отсутствие негативного воздействия на 
все звенья морских биоценозов. Помимо этого, 
биологические препараты, в состав которых 
входят аборигенные штаммы микроорганиз-
мов, являются более безопасными, ввиду того, 
что не будут оказывать негативного влияния на 
местное биоразнообразие [12]. Таким образом, 
для эффективного применения вновь разрабо-
танных биологических препаратов необходи-
мо проведение комплексных исследований для 
подтверждения возможности их безопасного 
использования в морских экосистемах. Тести-
рование безопасности микробного штамма, 
описанного в работе, проходило на базе центра 
«Аквакультура» Факультета биологии и рыбного 
хозяйства МГУТУ им. К.Г. Разумовского (ПКУ).

Целью исследования являлась оценка вли-
яния компонентов микробного препарата, 
а именно – штамма психрофильного микроор-
ганизма-деструктора нефти, на сапрофитную 

микрофлору, представителей фито- и зооплан-
ктона, бентосных организмов и рыб.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Штамм микроорганизма в составе  
биопрепарата

Исследуемый биологический препарат пред-
назначен для очистки воды и береговой линии 
арктических морей от загрязнений углеводо-
родами в условиях морской воды и при низ-
ких, в том числе отрицательных температурах 
(до –2,5°С). В состав препарата входит штамм 
Arthrobacter psychrochitiphilus ARC 42 (ВКПМ Ac-
2076), депонированный в Национальном био-
ресурсом центре «Всероссийская коллекция 
промышленных микроорганизмов» НИЦ «Курча-
товский институт» (БРЦ ВКПМ). Для указанно-
го штамма область применения обозначена как 
биологическая очистка нефтяных загрязнений 
северных морей. Морфология колоний, при ро-
сте на плотной среде МРСА, позволяет проводить 
идентификацию его присутствия в водной среде.

Штамм на исследование был предоставлен 
в  виде суспензии чистой культуры с концентра-
цией микроорганизмов не менее 1*109 КОЕ/мл.

Определение токсических свойств
Работа по определению безопасных концен-

траций биопрепарата выполнена в соответствии 
с  методическими указаниями (согласно «Мето-
дическим указаниям», приказ Росрыболовства 
№  695 от 04.08.09 г., с учетом пункта 5 Требо-

Рисунок 1. Влияние культуры Arthrobacter psychrochitiphilus ARC 42 на численность сапрофитной микрофлоры 
(104 КОЕ/мл) с добавлением нефти. (а) – динамика численности сапрофитных микроорганизмов на 1-7 сутки;  
(б) – численность микроорганизмов на 7 сутки опыта. Примечание:* - значения, статистически достоверно 
отличающиеся от контроля при td = 2,77, p≤0,05
Figure 1. Arthrobacter psychrochitiphilus ARC 42  
on the number of saprophytic microflora (104 CFU/ml) with the addition of oil. (a) – dynamics of the number of 
saprophytic microorganisms on 1-7 days; (b) – the number of microorganisms on the 7th day of the experiment. 
Note:* - values statistically significantly different from the control at td = 2.77, p≤0.05



45

ЭКОЛОГИЯwww.tsuren.ru

Рыбное хозяйство • № 6 • ноябрь-декабрь 2023 

вания к разработке ПДК биологических препа-
ратов [13]). В качестве основных тест-объектов 
в исследовании были использованы водоросли 
Phaeodactylum tricornutum, макрофиты – хетоморфа 
(Chaetomorpha linum), ракообразные Artemia salina, 
представители бентоса – амфиподы (Gammarus 
duebeni), представители ихтиофауны – рыбы меда-
ка (Oryzias latipes) и гуппи (Poecilia reticulata). Ра-
боты проводились на базе центра «Аквакультура» 
Факультета биологии и рыбного хозяйства МГУТУ 
им. К.Г. Разумовского (ПКУ). Для содержания тест-
объектов и проведения исследования использова-
лась искусственная морская вода на основе соли 
«Red Sea Salt» (Red Sea International) соленостью 
20‰. Для исследования влияния на сапрофитную 
микрофлору использовалась вода из действующей 
морской аквариальной системы.

Исследования проводились в двух вариантах: 
с добавлением (0,05 мл/л) и без добавления неф-
ти. Установление чувствительности применяе-
мых тест-организмов проводилось с помощью 
бихромата калия. 

Для сапрофитной микрофлоры, фитоплан-
ктона и простейших оценивалось влияние 
на динамику роста культуры. Для зоопланктона 
и бентосных организмов основным критерием 
оценки токсичности выступала выживаемость 
тест-объектов. Спектр исследований на рыбах 
включал как краткосрочные, так и долгосрочные 
эксперименты. Помимо выживаемости оценива-
лось воздействие на эмбриональные стадии раз-
вития, гематологические и гистологические по-
казатели. Оценка возможной генотоксичности 
проводилась с использованием микроядерного 
теста на эритроцитах рыб [14].

Статистическая обработка
Статистический анализ проводился с исполь-

зованием программного обеспечения GraphPad 
Prism версии 9.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA), 
среды R (v3.5.2; R Core Team [15]) и программы 
RStudio [16]. Данные анализируемых показа-
телей представлены как среднее ± стандартное 
отклонение (M±m). Для оценки статистических 

различий между тест-показателями биологиче-
ских объектов в разных концентрациях исполь-
зовали тест Стьюдента в модификации Уэлча 
(в  случае неравных дисперсий) с использовани-
ем поправки Бонферрони-Холма (для учета мно-
жественных сравнений). Статистически значи-
мым считалось значение P <0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние исследуемого штамма 
на сапрофитную микрофлору

Концентрация биопрепарата для исследова-
ния была определена при оценке органолепти-
ческих показателей, а также в острых опытах на 
тест-объектах. При исследовании воздействия 
культуры Arthrobacter psychrochitiphilus ARC 42 
удалось выявить закономерности взаимодей-
ствия исследуемого микроорганизма и есте-
ственной сапрофитной микрофлоры. 

Штамм ARC 42 приводил к достоверной сти-
муляции численности сапрофитной микрофло-
ры на 3 и 5 сутки в концентрациях 7,5 и 10 мл/л 
c  добавлением нефти (рис. 1, а). Внесение нефти 
в опытные растворы приводило к достоверной 
стимуляции роста сапрофитных микроорганиз-
мов также в концентрации 5 мл/л. На 7 сутки 
численность микроорганизмов в концентрациях 
более 2,5 мл/л достоверно превышала контроль-
ные значения, как с добавлением, так и без до-
бавления нефти (рис. 1, б). 

Исходя из полученных результатов можно ви-
деть, что добавление культуры в концентрациях 
более 0,5 мл/л приводит к существенному уско-
рению роста бактериальных сообществ. Эффект 
стимуляции может быть вызван внесением бо-
лее высокого титра микроорганизмов, по срав-
нению с присутствующей в водной среде сапро-
фитной микрофлорой. Также ускорение роста 
может быть вызвано метаболитами исследуемо-
го штамма и присутствием культуральной сре-
ды. При добавлении нефти, за счет метаболизма 
нефтеокисляющих штаммов микроорганизмов, 
могут появляться дополнительные источники 
питания для естественной микрофлоры.

Рисунок 2. Влияние культуры Arthrobacter psychrochitiphilus ARC 42 на рост культуры Phaeodactylum tricornutum 
в остром и хроническом опыте с добавлением и без добавления нефти
Figure 2. Influence of the culture of Arthrobacter psychrochitiphilus ARC 42 on the growth  
of Phaeodactylum tricornutum culture in acute and chronic experience with and without the addition of oil



46

ЭКОЛОГИЯ www.fisheriesjournal.ru

Fisheries • #6 • november-december 2023 

Таким образом, безопасной, не оказывающей 
влияния на рост сапрофитных микроорганиз-
мов концентрацией бактериальной культуры мо-
жет быть признана 0,5 мл/л (500 мг/л; 0,5*105 
КОЕ/л). Внесение штамма в данной концентра-
ции в морскую среду не окажет негативного воз-
действия на существующий микробиоценоз, но 

может существенно снизить остаточное нефтяное 
загрязнение.

Влияние исследуемого штамма  
на фитопланктон (Phaeodactylum tricornutum)

С целью оценки влияния исследуемого 
штамма на организмы фитопланктона исполь-

Рисунок 3. Результаты исследования по влиянию бактериальных культур на рыб (Poecilia reticulata, Oryzias 
latipes): (а) – эмбриональное развитие медаки в контроле (слева) и в концентрации штамма ARC 42 10 мл/л 
(справа); (б) – выживаемость икры медки без добавления нефти (в) и с добавлением нефти; (г) предличинка 
медаки в контроле (сверху) и в концентрации штамма ARC 42 20 мл/л (снизу); (д) гистологические срезы жабр 
гуппи в концентрации штамма ARC 42 7,5 мл/л и (е) 10 мл/л; (ж) форменные элементы крови из опытных групп; (з) 
относительная встречаемость незрелых эритроцитов в периферической крови гуппи при действии штамма ARC 42 
без добавления нефти и/ или с добавлением нефти. Сокращения: РЭ – респираторный эпителий; МК – мукоидные 
клетки; НЭ – незрелый эритроцит; Ли- лимфоцит; Мо – моноцит. Примечание:* - значения, статистически 
достоверно отличающиеся от контроля при td = 2,77, p≤0,05
Figure 3. Results of a study on the effect of bacterial cultures on fish (Poecilia reticulata, Oryzias latipes): (a) – 
embryonic development of honeydew in the control (left) and in the concentration of strain ARC 42 10 ml/l (right); 
(b) – the survival rate of honey caviar without the addition of oil (c) and with the addition of oil; (d) the predlichinka 
of honey in the control (top) and in the concentration of shmma ARC 42 20 ml/l (bottom); (e) histological sections 
of guppy gills in the concentration of the ARC 42 strain 7.5 ml/l and (e) 10 ml/l; (g) shaped blood elements from 
the experimental groups; (h) the relative occurrence of immature erythrocytes in the peripheral blood of guppies 
under the action of the ARC 42 strain without the addition of oil and/or with the addition of oil. Abbreviations: 
RE  – respiratory epithelium; MK – mucoid cells; NE – immature erythrocyte; Li- lymphocyte; Mo – monocyte. 
Note:* - values statistically significantly different from the control at td = 2.77, p≤0.05
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зовалась диатомовая водоросль Phaeodactylum 
tricornutum, которая является чувствительным 
тест-объектом к загрязнениям водной среды. 
Исследования проводились в остром (72 часа) 
и хроническом опытах (14 суток). В условиях 
краткосрочного эксперимента был установлен 
токсикометрический параметр ЭК

50
 72, ко-

торый составил для штамма ARC42 0,96 мл/л 
(рис. 2, а). В концентрациях 1 и 2,5 мл/л про-
исходило значительное ускорение роста куль-
туры водоросли, при этом в максимальных 
концентрациях наблюдалось незначительное 
падение численности клеток. Таким образом, 
можно утверждать, что исследуемый микро-
организм оказывает схожий стимулирующий 
эффект на рост культуры водорослей в низких 
концентрациях.

В хроническом опыте без добавления нефти 
достоверная стимуляция роста культуры фе-
одактилума наблюдалась в концентрациях 1 
и 2 мл/л начиная с 5 суток опыта (рис. 2, б). 
Большая, в сравнении с контролем, числен-
ность клеток в  данных концентрациях сохра-
нялась на 7  и  14 сутки. При внесении нефти 
в исследуемый раствор была установлена раз-
нонаправленная динамика роста культуры P. 
tricornutum. Так, на 3 сутки эксперимента, при 
внесении нефти концентрации культур 1 и 2 
мл/л приводили к  менее выраженной стиму-
ляции роста водоросли, чем без ее внесения 
(рис. 2, в). Однако, начиная с 5 суток, в данных 
концентрациях было установлено существен-
ное снижение численности клеток в культуре 

по сравнению с контролем. По завершении 
опыта (14 сутки) достоверные различия по ко-
личеству клеток феодактилума и  исследуемой 
культуры не установлены.

Как правило, бактериальные культуры, при 
совместном культивировании с фитопланкто-
ном, влияют на процессы роста, так как микроб-
ные клетки, прикрепляясь к поверхности клеток 
водорослей, снижают интенсивность фотосинте-
за и газообмена. Стимуляция роста водоросли, 
скорее всего, обусловлена обогащением водной 
среды метаболитами бактериальных клеток, 
которые могут стимулировать рост водорослей 
за счет присутствия азотистых соединений, вы-
деления CO

2
 и биологически активных веществ 

[17]. Выявленная разнонаправленная динами-
ка роста культуры при добавлении нефти может 
быть связана с негативным воздействием нефти 
непосредственно на организмы фитопланктона, 
численность которых снижалась по мере разло-
жения нефти микроорганизмами.

Таким образом, безопасной концентраци-
ей для исследуемого штамма, не оказываю-
щей влияния на рост водорослевой культуры 
Phaeodactylum tricornutum, следует признать 
0,5  мл/л (500 мг/л; 0,5*105 КОЕ/л). 

Сводные данные о влиянии исследуемого 
штамма на представительных гидробионтов

Данные по влиянию исследуемой бактериаль-
ной культуры на представительных гидробион-
тов, а также гидрохимический режим приведены 
в таблице 1.

Тест-организм Определяемый показатель
МДК, мл/л (КОЕ/л)

ARC 42

Бактериальная микробиота Численность сапрофитов 1 (1*106)

Phaeodactylum tricornutum
ЭК5072 0.96

Динамика численности клеток 0.5 (0,5*105)

Zostera marina
Прирост листьев 5 (5*106)

Прирост таллома 10(1*107)

Chaetomorpha linum Прирост таллома 1 (1*106)

Stylonichia mytilus Изменение численности 1 (1*106)

Artemia salina
ЛК5096 11.57

Выживаемость 1 (1*106)

Gammarus duebeni Выживаемость 2.5 (2,5*106)

Poecilia reticulata

ЛК5096 14.02

Выживаемость мальков 5 (5*106)

Выживаемость молоди 10 (1*107)

Oryzias latipes
Воздействия на эмбриональное развитие 10 (1*107)

Выклев предличинок 10 (1*107)

Poecilia reticulata

Гистологическое исследование 5 (5*106)

Гематологическое исследование 5 (5*106)

Генотоксичность (МЯТ) 10 (1*107)

Таблица 1. Сводная таблица по влиянию бактериальной культуры на солоноватоводную  
и морскую водную среду и представительных гидробионтов / Table 1. Summary table  
on the effect of bacterial culture on the brackish and marine aquatic environment  
and representative hydrobionts
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Было установлено, что бактериальная культу-
ра, в исследуемых концентрациях, оказалась ма-
лотоксичной для большинства эксперименталь-
ных тест-организмов. Эффекта при воздействии 
на организмы зоопланктона (Stylonichia mytilus, 
Artemia salina) не наблюдалось, как в остром, 
так и в хроническом опыте, даже при внесении 
1 мл/л биопрепарата. Показатель – полулеталь-
ная концентрация за 96 часов для Artemia salina 
для штамма ARC 42 составил 11,57 мл/л. 

Исследуемый штамм не оказывал негатив-
ного воздействия на организмы фитобентоса 
до концентрации 1 мл/л (на примере Zostera 
marina, Chaetomorpha linum). При этом, хето-
морфа оказалась более чувствительной к воздей-
ствию штамма. Так, для ARC 42 в концентрации 
2,5 мл/л наблюдалась стимуляция роста талло-
ма, а при концентрациях 7,5 и 10 мл/л было вы-
явлено ингибирование роста. Организмы зоо-
бентоса (Gammarus duebeni) не реагировали на 
присутствие в водной среде исследуемого штам-
ма в  концентрации менее 2,5 мл/л как при до-
бавлении, так и без добавления нефти. 

Исследуемые виды рыб (Poecilia reticulata, 
Oryzias latipes) продемонстрировали низкую 
чувствительность к воздействию данного пре-
парата (рис. 3). Показатель ЛК50 за 96 часов для 
мальков гуппи составил: для штамма ARC 42 – 
14,02 мл/л. Безопасная концентрация, не ока-
зывающая воздействия на мальков гуппи в хро-
ническом опыте, составила 5 мл/л. Влияние на 
эмбриональное развитие Oryzias latipes было 
установлено только при концентрации более 
15  мл/л для штамма ARC42 с добавлением неф-
ти (рис. 3, б, в). Высокие концентрации иссле-
дуемого штамма также влияли на физиологи-
ческие функции рыб. Так, концентрации выше 
7,5 мл/л приводили к нарушениям жаберного 
аппарата, выражающегося в отслоении респи-
раторного эпителия и гипертрофии мукоидных 
клеток (рис. 3, д, е). Изменения также наблюда-
лись в лейкоцитарной формуле гуппи. Штамм 
ARC 42 приводил к достоверному уменьшению 
числа лимфоцитов в периферической крови рыб 
в концентрациях 7,5 и 10 мл/л. 

Исследование возможной генотоксичности 
изучаемого штамма и метаболитов в присут-
ствии углеводородов нефти, с помощью микро-
ядерного теста на эритроцитах Poecilia reticulata, 
показало отсутствие увеличения встречаемости 
цитогенетических нарушений во всех исследуе-
мых концентрациях.

Все вышеперечисленные звенья модельно-
го гидробиоценоза не лимитировали по ток-
сическому воздействию на изучаемый штамм 
микроорганизма. При этом, проведение экс-
периментов показало безопасность исследуе-
мого штамма до концентрации 0,5*105 КОЕ/л 
(0,5 мл/л).

ВЫВОДЫ
1. Штамм-деструктор нефти Arthrobacter 

psychrochitiphilus ARC 42, взаимодействуя с есте-
ственной микрофлорой воды, может вызвать 

стимуляцию ее развития при внесении в концен-
трации более 0,5 мл/л (500 мг/л; 0,5*105 КОЕ/л). 
Во всех исследуемых концентрациях с добавле-
нием и без добавления нефти угнетения разви-
тия сапрофитов установлено не было.

2. Диатомовая водоросль Phaeodactylum 
tricornutum являлась лимитирующим звеном, 
так как уже при воздействии исследуемого 
штамма в  концентрации 1 мл/л (1000 мг/л; 
1*105  КОЕ/л) без добавления нефти отмечалась 
стимуляция роста культуры. При добавлении 
нефти на 3 и 5 сутки хронического опыта отмеча-
лось ингибирование ее роста.

3. Зоопланктон, фитобентос и зообентос ока-
зались не чувствительными к воздействию ис-
следуемого штамма микроорганизма и токсиче-
ский эффект проявлялся только в самых больших 
концентрациях – более 0,5*105 КОЕ/л.

4. Исследуемый штамм не оказывал влияния 
на выживаемость рыб на всех стадиях развития. 
Эффект был выявлен по ряду гистологических 
и  гематологических показателей в концентра-
циях более 0,5*105 КОЕ/л.
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