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Исследовали эффект солей меди и свинца на степень обрастания образцов мела альго-
бактериальными сообществами, выделенными с поверхности известняка памятников архи-
тектуры государственного музея-усадьбы “Архангельское”, и физиологическое состояние
накопительных культур микроводорослей. С этой целью определяли фотосинтетическую
активность микроводорослей методами амперометрического определения выделения кисло-
рода и импульсной амплитудной модуляции замедленной люминесценции хлорофилла.
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Геохимический состав разрушающегося камня
памятников архитектуры оказывает непосредствен-
ное влияние на видовое разнообразие и количест-
во микроорганизмов, развивающихся на каменных
поверхностях, и как следствие на степень повреж-
дения архитектурных сооружений. Ранее было по-
казано, что содержание элементов Zn, Cu, Pb, Ni
в камне архитектурных сооружений Москвы, Мос-
ковской и Ярославской областей в основном зна-
чительно выше оптимальных концентраций, необхо-
димых для жизнедеятельности клеток [1]. В то же
время количество хемолитотрофных тионовых и нит-
рифицирующих бактерий в ряде проб превышало
103 кл./г, а содержание хемоорганотрофных мик-
роорганизмов (бактерий и микромицетов) достига-
ло 108 КОЕ/г пробы. Следовательно, хемолитот-
рофные и хемоорганотрофные микроорганизмы,
развивающиеся на поверхности камня, в основном
адаптированы к повышенным концентрациям тя-
желых металлов. Известно, что рост фототрофных
микроорганизмов, цианобактерий и водорослей так-
же вызывает повреждения различных строительных
материалов [2].

Микроорганизмы различным образом реагиру-
ют на тяжелые металлы (ТМ) в зависимости от
таксономической принадлежности. Некоторые мик-
роорганизмы способны приспосабливаться к высо-
ким концентрациям ионов ТМ. Этому способству-
ет низкая проницаемость мембран для этих ионов,
выведение их из клеток, а также внутриклеточное
обезвреживание. Механизмы устойчивости подраз-
деляются на специфические, зависящие от особен-

ностей воздействия ТМ на клетки, и неспецифи-
ческие, проявляющиеся в любых стрессовых усло-
виях. Так, увеличение уровня ряда ТМ стимулиру-
ет как синтез металлотионеинов в клетках, так и
выделение экзометаболитов в среду культивирова-
ния [3—5].

Цель настоящей работы заключается в изуче-
нии действия солей меди и свинца на степень об-
растания образцов мела альго-бактериальными со-
обществами, выделенными с известняка памятни-
ков архитектуры, при этом в процессе эксперимен-
та проводили измерение скорости фотосинтетиче-
ского выделения кислорода и фотосинтетической
активности микроводорослей в составе этих сооб-
ществ.

Материалы и методы исследования

Накопительные культуры микроводорослей и циа-

нобактерий, выделенные с каменных архитектур-
ных памятников, наносили в качестве модельных
экспериментов непосредственно на поверхность об-
разцов мела, основой которого является CaCO3, за-
тем помещали в среду BG-11 следующего соста-
ва (г/л): NaNO3 — 1,5; K2HPO4 · 3 H2O — 0,04;
MgSO4 · 7H2O — 0,075; CaCl2 — 0,036; лимонная кис-
лота — 0,006; цитрат Fe (II) — 0,006; ЭДТА — 0,001;
Na2CO3 — 0,02; раствор микроэлементов А5 + Со —
1 мл/л. Вода дистиллированная до 1 л; рН среды
примерно 7,4. Среда используется в двух вариан-
тах: BGN–11 (c NaNO3) и BG0–11 (без NaNO3).
Состав раствора микроэлементов А5 + Со (г/л):
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H3BO3 — 2,86; MnCl2 · 4H2O — 1,81; ZnSO4 · 7H2O —
0,222; Na2MoO4 · 2H2O — 0,390; CuSO4 · 5H2O —
0,079; Co(NO3)2 · 6H2O — 0,0494 [6] с разной кон-
центрацией CuSO4 или Pb(NO3)2. Флаконы с об-
разцами выращивали при освещении лампой днев-
ного света в режиме свет:темнота (12:12 ч). Время
экспозиции составляло 4 и 7 недель. По истечении
срока экспозиции визуально оценивалась интенсив-
ность обрастания по 6-балльной шкале.

Для выделения хемоорганотрофных бактерий

использовалась твердая агаризованная среда следу-
ющего состава (г/л): пептон — 1; дрожжевой экст-
ракт — 1; глюкоза — 1; вода водопроводная. Ко-
личественный учет хемоорганотрофных бактерий
проводили методом десятикратных разведений.

Определение фотосинтетической активности

биопленки микроводорослей в модельных экспе-
риментах осуществляли методом импульсной амп-
литудной модуляции [7] на приборе PAM-2000 про-
изводства WALZ, EFFELRICH (Германия). Относи-
тельную переменную флуоресценцию хлорофилла,
которая может служить индикатором фотосинтети-
ческой активности микроводорослей, определяли
по формуле (Fm – F0)/Fm, где Fm — максималь-
ная, а F0 — минимальная флуоресценция. Расчеты
переменной флуоресценции проводились с помощью
программы DA-2000 (WALZ). Количественный учет
микроводорослей проводили в камере Горяева.

Определение скорости фотосинтетического вы-

деления кислорода проводили амперометрическим ме-
тодом путем измерения концентрации О2 в иссле-
дуемых суспензиях клеток накопительной культуры
микроводорослей при добавлении сульфата меди в
различных концентрациях. Концентрация О2 в ок-
симетрической ячейке объемом 2 мл регистрирова-
ли платиновым электродом закрытого типа. Клетки
освещали светом от лампы накаливания при на-
сыщающей фотосинтез интенсивности (~20 000 лк)
через водяной фильтр толщиной 3 см. Электриче-
ский ток между электродами, пропорциональный
изменениям концентрации О2 в ячейке, регистри-
ровали с помощью цифрового мультиметра фирмы
METEX (модель МЕ-22), сигнал с которого в циф-
ровом коде через последовательный интерфейс по-
ступал на компьютер.

Результаты и их обсуждение

В работе использовались накопительные куль-
туры фототрофных микроорганизмов, выделенные
с каменных стен Грота, Большого дворца и Мало-
го дворца “Каприз” — исторических сооружений
XVIII—XIX вв. Государственного музея-усадьбы “Ар-
хангельское”. Ранее при обследовании камня стен
этих сооружений были обнаружены участки с раз-
личным, в том числе высоким, содержанием ионов
Сu, Pb и ряда других металлов [8]. Доминирующим
фототрофным компонентом сообщества, развиваю-

щегося на стенах Грота, являются цианобактерии
порядка Oscillatoriales (Phormidium, Leptolyngbya),
а накопительные культуры микроорганизмов со стен
обоих дворцов представлены главным образом зе-
леными водорослями порядка Chroococcales.

Для изучения эффективности различных кон-
центраций сульфата меди были использованы про-
бы видимого водорослевого обрастания на поверх-
ностях белокаменных цоколей исторических па-
мятников. Результаты количественного определения
микроорганизмов в питательной среде в присут-
ствии сульфата меди показали, что с увеличением
концентрации CuSO4 от 0,1 г/л и выше наблюда-
лась тенденция к уменьшению количества клеток
микроводорослей и хемоорганотрофных бактерий
в накопительной культуре (табл. 1).

Таблица 1

Влияние концентрации сульфата меди
на рост микроводорослей и хемоорганотрофных бактерий

Концентра-
ция CuSO4,

г/л

Количество клеток
микроводорослей

в 1 мл

Количество хемоорга-
нотрофных бактерий,

КОЕ/мл

1 7,0 · 106 1 · 103

0,1 9,0 · 106 5 · 105

0,05 1,3 · 107 3 · 106

0,01 2,6 · 107 4 · 106

0,005 3,5 · 107 1 · 106

0,001 4,0 · 107 5 · 106

0 3,0 · 107 6 · 106

При культивировании микроводорослей в при-
сутствии CuSO4 в концентрациях 0,001—0,005 г/л
выявлено стимулирующее действие меди на рост
микроводорослей (табл. 1). Следует отметить, что
при концентрации 0,01 г/л морфология бактери-
альных колоний сильно изменилась — в контроль-
ных образцах среди них были обнаружены как
пигментированные, так и непигментированные ко-
лонии. Вероятно, концентрация 0,01 мг/мл сульфа-
та меди оказывает ингибирующее действие на рост
микроводорослей и в первую очередь на бактерии,
среди которых непигментированные колонии прак-
тически не наблюдались.

При культивировании микроводорослей с кон-
центрацией CuSO4 1 г/л количество клеток почти
не изменилось по сравнению с контролем, но все
они утратили зеленую окраску и стали коричне-
выми. Вероятно, депигментация микроводорослей
связана с утратой их жизнеспособности. Количест-
во бактерий уменьшилось более чем в 100 раз.

Результаты эксперимента по моделированию об-
растания выделенными альго-бактериальными ассо-
циациями образцов кубиков CaCO3 показали, что
с увеличением концентрации CuSO4 интенсивность
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роста микроорганизмов в среде и на поверхности
известняка также закономерно снижалась. Однако
даже при высокой концентрации в среде сульфата
меди (1 г/л) на гранях ряда образцов наблюдался
точечный зеленый налет. Это можно объяснить
следующим образом. Во-первых, возможно, клетки
потеряли способность размножаться, но остались
жизнеспособными. Во-вторых, клетки остались функ-
ционально активными и даже сохранили способ-
ность размножаться, но наличие высоких концент-
раций ионов меди ингибирует их рост. Возможен
вариант, что клетки мертвые, а следы обрастания
мы видим вследствие первоначального внесения
в раствор высокой концентрации посевного мате-
риала. Наконец, высокая устойчивость к ионам Cu,
как и многим другим неблагоприятным факторам,
может быть связана с образованием клетками агре-
гатов и слизистых скоплений, наиболее ярко вы-
раженным у представителей культуры, выделенной
со стен Грота. Кроме того, не исключено и нерав-
номерное распределение CuSO4 в образце извест-
няка, обусловливающее наличие участков с низкой
концентрацией ионов меди. Примечательно, что
некоторые кубики были частично окрашены в го-
лубой цвет, однако на гранях также присутствовал
и зеленоватый налет, вызванный ростом биоплен-
ки. Таким образом, CuSO4 в концентрации 1 г/л
не полностью подавила развитие клеток.

Такая оценка не позволяет сделать заключение
о физиологическом состоянии клеток альго-бакте-
риального комплекса. Для решения этого вопроса
был выбран такой показатель жизнедеятельности,
как фотосинтетическая активность (ФА). Результа-
ты показали, что ФА не зависит прямо пропорцио-
нально от интенсивности обрастания. Подавление
роста и ФА зависит от срока инкубации. Следо-
вательно, изучаемые концентрации солей тяжелых
металлов не сразу, а постепенно подавляют жизне-
деятельность микроводорослей. Например, при кон-
центрации CuSO4 1 г/л и инкубации в течение 30 сут
микроводоросли, выделенные со стен Грота, сохра-
нили высокий показатель ФА (0,38), а при инкуба-
ции в течение 50 сут их ФА была подавлена уже
при концентрации 100 мг/л (рис. 1 и 2).

ФА альго-бактериального комплекса, выделен-
ного с наружной стены Дворца “Каприз”, после
инкубации в растворе CuSO4 и Pb(NO3)2 в концен-
трации вплоть до 1 г/л в течение 30 сут не умень-
шилась по сравнению с контролем (рис. 1 и 3).

Однако Pb(NO3)2 в концентрации 1 г/л все же
подавляет ФА микроводорослей при сроке инку-
бации, составляющем 30 сут. Это было показано на
альго-бактериальных сообществах, выделенных со
стен Дворца (рис. 3).

Таким образом, альго-бактериальные сообще-
ства, выделенные со стен трех памятников архи-
тектуры, имеют различную степень устойчивости
к воздействию CuSO4 и (PbNO3)2. При этом со-

став альгокомпонентов микробных сообществ прак-
тически идентичен.

Изучение влияния различных концентраций суль-
фата меди на фотосинтетическое выделение кисло-
рода накопительной культурой микроводорослей
определялось после преинкубации клеток накопи-
тельной культуры с CuSO4 в течение двух раз-
личных периодов времени (табл. 2). Как показано,
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Рис. 1. Влияние различных концентраций сульфата меди на
фотосинтетическую активность микроводорослей и интенсив-
ность обрастания образцов мела накопительными культурами,
выделенными с поверхности известняка исторических зданий:
А — Грот; Б — Малый дворец “Каприз”; В — Большой дво-

рец. Время экспозиции 30 сут
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с увеличением концентрации сульфата меди в ок-
симетрической ячейке с культурой микроводорос-
лей скорость фотосинтетического выделения кис-
лорода незначительно уменьшается. Концентрации
сульфата меди 0,00125 мг/мл и 0,005 мг/мл не ока-
зывали заметного действия на скорость выделе-
ния кислорода. Наибольший ингибирующий эффект
наблюдался при максимальной из использован-
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Рис. 2. Влияние различных концентраций сульфата меди на фо-
тосинтетическую активность микроводорослей и интенсивность
обрастания образцов мела накопительными культурами, выде-
ленными с поверхности известняка исторических зданий: А —
Грот; Б — Грот; В — Большой дворец. Время экспози-

ции 50 сут

Рис. 3. Влияние различных концентраций нитрата свинца на фо-
тосинтетическую активность микроводорослей и интенсивность
обрастания образцов мела накопительными культурами, выде-
ленными с поверхности известняка исторических зданий: А —
Большой дворец; Б — Малый дворец “Каприз”; В — Грот.

Время экспозиции 30 сут

ных концентраций сульфата меди — 0,02 мг/мл.
При этой концентрации скорость выделения кис-
лорода после 30-минутной преинкубации культуры
микроводорослей снизилась на 30%.

Полученные результаты свидетельствуют об ус-
тойчивости накопительной культуры водорослей к
высоким концентрациям меди. Сходный ингибиру-
ющий эффект соли меди оказывают на биопленки
микроводоросли Chlorella, при этом элиминиру-
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THE ACTION OF CUPREOUS AND PLUMBIC SALTS
ON PHYSIOLOGY OF ISOLATED FROM STONE HISTORICAL BUILDINGS
PHOTOTROPHIC MICROORGANISMS IN SIMULATION EXPERIMENTS

Ju.A. Petushkova, N.N. Kolotilova, A.F. Lebedeva, Ju.P. Petushkova

The paper presents the results of studies of epilithic phototrophic microorganisms colonization
on CaCO3-containing samples (cubes of a chalk) in the nutrient medium with different concent-
rations of cupreous and plumbic salts. The fluorescens pulse amplitude modulation as well as the
amperometric technique were used to control the action of Cu2+ and Pb2+ on the photosynthetic
activity of enrichment cultures isolated from limestone of the Archangelskoe estate-museum histo-
rical buildings (XVIII—XIX c.).
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Таблица 2

Влияние различных концентраций CuSO4
на фотосинтетическое выделение O2

накопительной культурой микроводорослей

Концентрация
CuSO4, мг/мл

Скорость выделения O2

после преинкубации, %

10 мин 30 мин

0 100 100

0,00125 100 95

0,005 90 83

0,02 75 70

Примечание. 100% скорость выделения O2 за вычетом темно-
вого поглощения O2 составляет ~65 мкмоль/мг хлорофилла · ч.

ются наиболее чувствительные виды, но биопленки
продолжают функционировать [9].

Таким образом, можно заключить, что дейст-
вие солей тяжелых металлов подавляет рост мик-

роводорослей, замедляет процессы обрастания кам-

ня альго-бактериальными сообществами. Просле-

живается тенденция снижения степени обрастания

с увеличением концентрации солей металлов в рас-

творе. Однако фотосинтетическая активность и фо-

тосинтетическое выделение O2 устойчивыми куль-

турами микроводорослей, развивающихся на по-

верхности мела, первое время остаются столь же

высокими, как и в контроле. Впоследствии клет-

ки частично теряют фотосинтетическую активность,

следовательно, изучаемые смешанные культуры мик-

роводорослей не являются вполне устойчивыми к

высоким концентрациям CuSO4 и (PbNO3)2.

Авторы выражают глубокую благодарность со-
трудникам кафедры биофизики биологического фа-
культета МГУ Г.П. Кукарских и Т.Е. Кренделевой
за помощь в ходе исследования фотосинтетической
активности методом импульсной амплитудной мо-
дуляции.
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