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ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЙ АНАЛИЗ ПРОБ ВОДЫ ИЗ ОТДЕЛЯЮЩИХСЯ 
ВОДОЕМОВ КАНДАЛАКШСКОГО ЗАЛИВА БЕЛОГО МОРЯ

Жильцова А.А.1, Харчева А.В.1, Пацаева С.В.1,  
Лунина О.Н.2, Краснова Е.Д.3, Воронов Д.А.4

Отделяющиеся от Белого моря водоемы являются уникальными 
природными экосистемами, микробное сообщество которых представ-
ляет особый интерес для изучения. В хемоклине отделяющихся озер 
обитают аноксигенные фототрофные микроорганизмы, зеленые сер-
ные бактерии (ЗСБ), являющиеся самыми древними фотосинтезиру-
ющими организмами, существующими в настоящее время [Горленко, 
Рожнов, 2011]. ЗСБ способны жить в анаэробных условиях при чрез-
вычайно низкой интенсивности света, недостаточной для фотосинтеза 
других фототрофов [Oostergetel, 2010]. Сообщество ЗСБ представляет 
собой естественный биологический фильтр, препятствующий проник-
новению сероводорода в верхние слои водоемов, и тем самым сохраня-
ющий баланс между аэробными и анаэробными водами. Существуют 
доказательства, что аноксигенные бактерии, образующие бактериохло-
рофиллы, появились прежде оксигенных бактерий, образующих хлоро-
филлы [Горленко, 2010], что обуславливает значимость исследований 
данных микроорганизмов не только с практической точки зрения (для 
диагностики природной воды), но и для понимания процессов эво-
люции фотосинтеза в целом. В соответствии с имеющимися на сегод-
няшний день литературными данными аноксигенные фототрофные 
бактерии были изучены в основном микроскопическими методами и в 
редких случаях методами абсорбционной спектроскопии [Blankenship, 
2004; Bína, 2015]. Однако, проведение флуоресцентного анализа проб 
воды с ЗСБ, в совокупности с разработанным авторами методом, по-
зволяет получить принципиально новую информацию. 

Главной целью данной работы являлось подробное исследование 
флуоресцентных характеристик двух разновидностей зеленых серных 
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бактерий. Для этого из нескольких отделяющихся озер Кандалакш-
ского залива Белого моря (оз. Трехцветное, оз. Большие Хрусломе-
ны, оз. Еловое, Лагуна на Зеленом мысу и оз. Нижнее Ершовское) с 
разных глубин были отобраны образцы воды, а затем в лабораторных 
условиях измерены их спектры флуоресценции. Кроме того, в инсти-
туте микробиологии из проб природной воды были выделены нако-
пительных культуры бактерий, с которыми проведены аналогичные 
измерения. Спектры испускания флуоресценции для разных длин 
волн возбуждающего света и спектры возбуждения флуоресценции 
регистрировались на флуориметре Solar CM2203, для этого исполь-
зовались стандартные кварцевые кюветы с длиной оптического пути 
10 мм. Последующая за измерениями математическая обработка 
спектров производилась с помощью программного пакета Origin.

Флуоресценцией называют излучение, производимое молекулами, 
ионами и др. соединениями, которое возникает в результате электрон-
ного перехода в этих частицах при их возвращении из возбужденного 
состояния в основное, за время с. [Левшин, 1994]. Спектром флуорес-
ценции называют зависимость интенсивности света, излучаемой образ-
цом, к длине волны испускаемого света. Существуют две формы ЗСБ, 
отличающиеся фотосинтетическими пигментами, и, соответственно, 
спектральными характеристиками. Зеленоокрашенные формы бакте-
рий содержат Бхл d и каротиноид хлоробактин, моноциклическое со-
единение с ароматическим кольцом. Коричневоокрашенные – Бхл e и 
каротиноид изорениератин, имеющий два ароматических кольца. Кро-
ме того, обе формы ЗСБ содержат Бхл a [Olson, 1998].

Измерение спектров флуоресценции зеленоокрашенных и ко-
ричневоокрашенных накопительных культур ЗСБ производилось 
в двух режимах: испускания и возбуждения. Для образцов культур 
спектры испускания флуоресценции были зарегистрированы для 
длин волн возбуждения λex = 270, 355, 390, 440, 450 и 525 нм. Общими 
для всех спектров испускания флуоресценции коричневоокрашен-
ного вида ЗСБ являются два максимума испускания: в диапазоне от 
743 до 747 нм, соответствующего флуоресценции Бхл e, и на 813 нм, 
возникающего за счёт флуоресценции Бхл а. Для зеленоокрашенно-
го вида ЗСБ длины волн на которые приходятся общие для всех проб 
максимумы составляют 763–767 и 813 нм, обусловленные присут-
ствием Бхл d и Бхл а соответственно (Рис. 1а). 

На основе экспериментальных данных, полученных из измерений 
порядка десяти образцов накопительных культур каждой разновидно-
сти ЗСБ, рассчитаны средние значения длин волн, на которые прихо-
дится максимум флуоресценции бактериохлорофиллов (Табл. 1).
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Рис. 1a. Спектры испускания флуоресценции двух типов Бхл при возбуждении светом,  
длиной волны 440 нм; 1б – Спектры возбуждения флуоресценции для Бхл d на длине 

волны регистрации 760 нм и Бхл e на длине волны регистрации 745 нм

 Таблица 1.  
Значения максимумов флуоресценции бактериохлорофиллов,  

определенные экспериментально на чистых культурах.
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Посредством сравнения спектров возбуждения флуоресценции 
накопительных культур серобактерий каждой разновидности между 
собой, удалось установить оптимальную длину волны возбуждающе-
го света, равную 440 нм, при которой флуоресценция Бхл d макси-
мальна, а флуоресценция Бхл e имеет высокие значения. Показано, 
что лучше всего молекулы Бхл d флуоресцируют при облучении све-
том с длиной волны 525 нм (Рис. 1б). 

В качестве математических функций, задающих полосы флуорес-
ценции бактериохлорофиллов, в дальнейших расчетах принимались 
кривые Гауссова распределения (Рис. 2). Анализ чистых культур ЗСБ 
показал различие полуширины полос флуоресценции для двух разных 
типов бактерий. Для зеленоокрашенных ЗСБ параметр полуширины 
пика w принимал значения от 44,7 до 54,3 нм, для коричневоокра-
шенных ЗСБ значения w лежали в диапазоне от 38,6 до 41,5 нм. Таким 
образом, полосы испускания флуоресценции коричневоокрашенных 
культур примерно на 20% уже полос зеленоокрашенных ЗСБ. Для 
дальнейших вычислений в качестве параметра w было взято среднее 
арифметическое от имеющегося набора данных. Для зеленоокрашен-
ного типа w=48,3±1,4 нм, для коричневоокрашенного w=39,5±0,5 нм. 

Рис. 2. Аппроксимация полос флуоресценции Бхл d и Бхл а распределением Гаусса

Так как в образцах природной воды могут присутствовать разные 
виды ЗСБ, то в зависимости от их соотношения максимум флуорес-
ценции сдвигается от значений длин волн, определенных для зелено-
окрашенных (763–770 нм) и коричневоокрашенных (740–750) видов 
в отдельности. Полученная экспериментальным путем информаци-
онные данные о полосах флуоресценции для каждой формы ЗСБ (а 
именно значения длины волны на которой флуоресценция макси-
мальна и параметра w) легли в основу метода разделения двух раз-
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новидностей ЗСБ в природной воде. Для определения процентного 
соотношения зеленоокрашенных и коричневоокрашенных ЗСБ в 
пробе максимум спектра испускания флуоресценции в области 740–
770 нм раскладывался на две гауссианы со строго определенными 
параметрами, найденными выше (Рис. 3а). 

Рис. 3а. Разложение на три компоненты спектра флуоресценции пробы воды  
из оз. Б. Хрусломены с глубины 5,25 м (март 2017). 3б – Процентное содержание  

зеленоокрашенных ЗСБ в озере Большие Хрусломены в марте 2017 г.

Данный метод был применен для определения процентного соотно-
шения двух разновидностей культур серобактерий на разной глубине для 
четырех отделяющихся озер Белого моря. Таким образом в марте 2017, с 
погрешностью не более 10%, показано содержание в лагуне на Зеленом 
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мысу года только коричневоокрашенного типа ЗСБ, а в озере Нижнее 
Ершовское – только зеленоокрашенного типа. В озере Трехцветное и 
Большие Хрусломены преобладала флуоресценция Бхл d (Рис. 3б).

Еще одним интересным явлением, является эффект тушения 
флуоресценции, который был зарегистрирован, как в природной 
воде, так и в лабораторных условиях (Рис. 4).

Рис. 4а.  Диаграмма распределения концентрации Бхл [Overmann, 1989]  
по глубине в оз. Еловое. 4б - Диаграмма распределения интенсивности  

флуоресценции по глубине в оз. Еловое в марте 2016 г.
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В верхних слоях водоема рассчитанная по эмпирической фор-
муле концентрация Бхл [Overmann, 1989] высока, однако интенсив-
ность флуоресценции незначительна. На глубинах ниже хемоклина 
при той же концентрации интенсивность флуоресценции возраста-
ет. Эффект тушения флуоресценции планируется более детально из-
учать в дальнейшем.

Таким образом, в ходе выполнения работы были изучены 
флуоресцентные характеристики фотосинтетических пигментов 
ЗСБ – бактериохлорофиллов. С помощью анализа спектров об-
разцов накопительных культур показана возможность аппрокси-
мации полосы испускания флуоресценции бактериохлорофил-
лов кривой распределения Гаусса и определены параметры этого 
распределения для клеток бактерий, содержащих Бхл d и Бхл e. 
Предложен метод разделения вкладов двух разновидностей серо-
бактерий в водоеме, с помощью которого определено процентное 
соотношение зеленоокрашенных и коричневоокрашенных куль-
тур бактерий на разной глубине для четырех отделяющихся озер 
Белого моря. 

Работа поддержана РФФИ (гранты №16-05-00548-а и 
17-04-01263а).
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