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Цель – выявление влияния условий культивирования бактерий-органотрофов на секретирование 

пероксида водорода при воздействии бактерий на поверхность цинка. В работе проведено иссле-

дование влияния состава питательной среды: мясо-пептонный агар и глюкозо-минеральная среда. 

Показано, что культивирование грамположительных бактерий Bacillus subtillis и Clostridium spp. на 

среде мясо-пептонный агар сопровождается образованием пероксида водорода в меньшем количе-

стве, чем при культивировании бактерий на глюкозо-минеральной среде. Воздействие грамотри-

цательных бактерий Pseudomonas aeruginosa и Pseudomonas fluorescens на поверхность цинка в 

благоприятных для жизнедеятельности условиях приводит к образованию пероксида водорода в 

большем количестве.  
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The effect of nutrient medium composition on the release of bacteria acting on the surface of zinc, hydrogen 

peroxide as a product of oxygen biotransformation electron-transport circuit components of bacteria were 

studied. It is shown that cultivation of gram-positive bacteria Bacillus subtilis and Clostridium spp. on a meat 

peptone agar medium was accompanied by the formation of hydrogen peroxide in a smaller amount as 

against bacteria when cultured on glucose mineral medium. Impact of gram-negative bacteria Pseudomonas 
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to the high hydrogen peroxide formation. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Известно, что металлоконструкции про-

мышленных, оборонных, социальных объек-
тов, эксплуатируемых в естественной среде, в 
условиях повышенной влажности и положи-
тельных климатических температур, морской 
воде, почве подвергаются, как правило, корро-
зионным повреждениям в существенно боль-
шей степени, чем можно прогнозировать. 
Огромный ущерб, наносимый экономике, и 
негативные экологические последствия в 
окружающей среде привели в середине про-
шлого столетия к поиску дополнительных фак-
торов, усиливающих коррозионные поврежде-
ния металлов, что способствовало формиро-
ванию нового направления в этой области – 
биологической коррозии. Начиная с первой 
половины прошлого столетия, биологический 
фактор в стимулировании коррозии металлов в 
условиях, благоприятных для жизнедеятель-
ности микроорганизмов, стал рассматриваться 
как один из приоритетных. Общепризнанным 
является положение об опосредованном ха-
рактере микробиологического воздействия на 
металлы через агрессивные экзометаболиты 
[1–3]. Природа некоторых из них и пути обра-
зования в клетках доказаны однозначно: тио- 
бактерии продуцируют серную кислоту, нит-
розо- и нитробактерии окисляют ион аммония 
до азотистой, а азотистую – до азотной кисло-
ты, отдельные штаммы ацидофильных бакте-
рий способны биотрансформировать неорга-
нические соединения серы до серной кислоты. 
Достижения и методы исследования биокорро-
зии нашли отражение в ряде обзорных статей 
[1–5]. Вместе с тем в природе широко пред-
ставлены бактерии-органотрофы. Большин-
ство исследователей придерживаются мнения, 
что в коррозионном повреждении металлов 
бактериями-органотрофами главную роль иг-
рают экзоферменты и органические кислоты 
[1, 2]. Следует отметить, что в большинстве 
случаев исследования коррозионной активно-
сти бактерий-органотрофов проводились в 
жидкой среде [6–7]. Воздействие этого вида 
бактерий на поверхность металлов без участия 
жидкой внешней среды изучается в настоящее 
время, как правило, на предмет формирования 
биопленок, их свойств, химического состава 
[8–10]. Выводы о связи биопленок бактерий-
органотрофов с коррозионными повреждения-
ми металла единичны, как и сведения о хими-
ческой природе стимулирующего фактора. 

В ряде работ нами сделано предположе-
ние, что стимулирующую роль в биокоррозии 
металлов могут играть продукты биотранс-
формации кислорода компонентами электро-
нотранспортной цепи микроорганизмов [11, 
12]. В их числе равновесная пара супероксид-

ный ион О2
−
 и его протонированная форма 

гидропероксидный радикал ООН, а также ста-
бильное соединение диспропорционирования 
супероксидного аниона – пероксид водорода. 
Механизмы образования их в клетках, свой-
ства хорошо изучены как in vivo, так и in vitro 
[13–15], но возможность их вовлечения в сти-
мулирование коррозионного повреждения ме-
таллов ранее другими исследователями не 
обсуждалась.  

На наш взгляд, роль электронного транс-
порта в системе превращений 

 
     

       
 
можно выявить, если смоделировать для жиз-
недеятельности бактерий граничные условия: 
наиболее оптимальные по составу питатель-
ной среды – это МПА, и так называемые «ост-
рые» условия, когда бактерии лишены источ-
ника азота, но за счет наличия органического 
углерода могут поддерживать свою жизнедея-
тельность. 

В связи с чем, цель работы в моделиро-
вании условий культивирования бактерий-
органотрофов и выявление их влияния на сек-
ретирование пероксида водорода при воздей-
ствии бактерий на поверхность цинка. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объект исследования – цинк, который ре-

комендован стандартами ИСО 9223-2012 для 
проведения биокоррозионных исследований, 
образцы готовили к эксперименту, как описано 
в работе [12]. 

В качестве тест-культур использовали му-
зейные штаммы бактерий Pseudomonas aeru-
ginosa, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtil-
lis и Clostridium spp. 

В качестве питательной среды использо-
вали, с одной стороны, оптимальную для жиз-
недеятельности бактерий мясопептонный агар 
(МПА), с другой стороны, глюкозо-минераль-
ную среду, моделирующую естественную без-
азотистую, содержащую тригидрат гидрофос-
фата калия (К2НРО4∙3Н2О) – 1,0 г; гептагидрат 
сульфата магния (MgSO4∙7Н2О) – 0,2 г; гепта-
гидрат сульфата железа (FeSO4∙7Н2О) – 0,05 г; 
моногидрат хлорида кальция (CaCl2∙Н2О) – 0,1 
г; дигидрат молибдата натрия (Na2MoO4.2H2O) 
– 0,001 г; глюкозу (C6H12O6) – 10,0 г; воду ди-
стиллированную – до 1000,0 см

3
. 

Биологические эксперименты проводили, 
как описано в работах [11, 12]. 

Концентрацию H2O2 в экссудате опреде-
ляли по реакции восстановления его большим 
избытком иодида калия в щелочной среде при 
катализе гетерополикислотой (NH4)6Mo7O24•4 
Н2О по методике [16]. Содержание аммиака в 
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экссудате определяли индофенольным мето-
дом [17]. Количественные эксперименты про-
водили не менее чем в 4–5 повторностях, в 
каждой повторности использовали усреднен-
ный экссудат (~ 0,1–0,2 мл), собранный с по-
верхности 3–4 образцов цинка. 

Значение рН экссудата определяли с ис-
пользованием прибора марки pH-METR N5123 
(Польша). УФ-спектры регистрировали на 
спектрофотометре UNICO 2800. Микроскопи-
ческие исследования поверхности металлов 
осуществляли на приборе СЭМ (Tescam Vega 
II, Чехия). 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Нами установлено, что уже через 3-е сут 

экспозиции цинка на среде МПА, иннокулиро-
ванной бактериями, происходит активное за-
селение его поверхности. На микрофотогра-
фии, представленной на рис. 1, а, четко видна 
биомасса, состоящая из клеток бактерий и 
внеклеточных веществ. 

Заселение металла бактериями визуально 
проявляется в изменении состояния поверхно-
сти (рис. 1, б). Как видно из рис. 1, б, на 
начальном этапе воздействия микроорганизма 
на металл на торцах и гранях металла появля-
ется жидкая фаза, так называемый экссудат, 
со значением рН >7. Следует отметить, что 
появление жидкого экссудата на отдельных 
участках поверхности металла явилось для 
нас предпосылкой вывода о стимулирующей 
роли в коррозии металлов продуктов био-
трансформации кислорода. Впервые эффект 
образования основного экссудата мы наблю-

дали в опытах с микромицетами, воздейству-
ющими на поверхность алюминия и его спла-
вов через 3–5 сут экспозиции [18–20]. Экссудат 
имел высокое значение рН даже при воздей-
ствии кислотообразующих микромицетов. Бы-
ло сделано предположение, что на ранних эта-
пах воздействия на металл микромицетов кор-
розию стимулирует супероксидный ион. Схема 
инициирования коррозии и косвенные доказа-
тельства участия в этом процессе супероксид-
ного иона представлены нами в работах [18–
20]. Попытки перенести предложенную для 
микромицетов схему стимулирования коррозии 
металлов на бактерии не дали в начале поло-
жительного результата. Отсутствие жидкого 
основного экссудата на поверхности алюминия 
и его сплавов при воздействии бактерий-
органотрофов привело к ошибочному выводу, 
что продукты биотрансформации кислорода 
могут играть определяющую роль в стимули-
ровании коррозии только под воздействием 
эукариотических клеток микромицетов с разви-
той митохондриальной системой как главного 
источника О2

−
. Однако в более поздних иссле-

дованиях было обнаружено, что при использо-
вании в качестве объекта изучения цинка или 
цинка, нанесенного на сталь, экссудат с рН>7 
образовывался и под воздействием бактерий-
органотрофов [11, 12]. Образование на по-
верхности цинка жидкого экссудата (рис. 1, б) 
дает возможность анализа его химического 
состава и выявления химических соединений, 
стимулирующих коррозию. Исследуемый цинк 
оказался удобным объект ом в том плане,  
что  экссудат  на  его  поверхности  сохраняет 

 

    
 

а                                                                               б 
 

Рис. 1. Микрофотографии поверхности цинка спустя 3 сут экспозиции под воздействием 
бактерии Bacillus subtilis среде МПА (а); изменение состояния поверхности цинка 

через 9 сут, питательная среда МПА, рН = 11 (б) 



Моделирование условий биотрансформации кислорода… 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ И ОБЩАЯ БИОЛОГИЯ 

 
83 

  
 

жидкое состояние достаточно продолжитель-
но, что позволяет проводить его анализ до 
времени экспозиции 20 суток и более, вплоть 
до исчерпания питательной среды. Как видно 
из данных, представленных на рис. 2, значение 
рН > 7 уже на ранних стадиях экспозиции цин-
ка, и его значение достигает величин 10,5 ÷ 
10,95, как при использовании МПА, так и глю-
козо-минеральной среды. Одним из биогенных 

факторов, влияющих на значение рН, является 
аммиак, в форме которого бактерии освобож-
даются от избыточного азота. Поскольку среда 
МПА содержит в качестве основного компонен-
та белок, то анализ экссудата на содержание 
аммиака, действительно, подтверждает его 
высокую концентрацию в первые сутки экспо-
зиции вплоть до 5 ммоль/л (рис. 3). 

 

 
а                                                                           б  

 
Рис. 2. Зависимость значений рН от времени экспозиции цинка при воздействии бактерий 
Pseudomonas aeruginosa (1), Pseudomonas fluorescens (2), Bacillus subtilis (3), Clostridium spp. 

(4): а – при культивировании на МПА; б – при культивировании на минеральной среде 

 

 
 

Рис. 3. Зависимость концентрации аммиака в экссудате на поверхности  
Цинка от времени экспозиции: 1 – Pseudomonas aeruginosa;  

2 – Pseudomonas fluorescens; 3 - Bacillus subtilis; 4 –Clostridium spp. 
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а                                                                   б 
 

Рис. 4. Зависимость концентрации Н2О2 в экссудате на поверхности цинка от времени  
экспозиции при воздействии Pseudomonas aeruginosa (1), Pseudomonas fluorescens (2),  

Bacillus subtilis (3), Clostridium spp. (4): а – при культивировании на МПА;  
б – при культивировании на минеральной среде 

 
Однако из сравнения зависимостей, пред-

ставленных на рис. 2 и 3, видно, что к периоду, 
когда значение рН выходит на максимальное 
значение, концентрация аммиака в экссудате 
начинает заметно уменьшаться. При культиви-
ровании бактерий на глюкозо-минеральной 
среде, лишенной источника азота, аммиак в 
экссудате не обнаруживается, а характер из-
менения рН с течением времени такой же, как 
при использовании среды МПА. 

В соответствии с целями работы и, учиты-
вая основный характер экссудата, проведен 
его анализ на содержание пероксида водорода 
в динамике (рис. 4).На кинетику накопления 
пероксида водорода, как видно из рис. 4, влия-
ет, на наш взгляд, строение мезосом, а соот-
ветственно, организация и эффективность 
электронного транспорта в целом. Так, у грам-
положительных бактерий Clostridium spp. и Ba-
cillus subtilis, имеющих более развитую систе-
му мезосом, при отсутствии органического азо-
та как необходимого компонента для биосин-
теза клеточного белка потребность в АТФ 
ограничена, что приводит к усилению процесса 

случайного переноса электронов на    с обра-
зованием   

  и последующим превращением 
его в     . В результате в остром опыте с уча-
стием бактерий Clostridium spp. в экссудате 
концентрация      почти в 6 раз выше, чем в 
условиях, благоприятных для жизнедеятель-
ности бактерий. Противоположные закономер-
ности наблюдаются при воздействии на цинк 
грамотрицательных бактерий, для которых ха-
рактерна менее развитая, в сравнении с грам-

положительными бактериями, система мезо-
сом (рис. 4). 

После разрушения оксидного слоя на по-
верхности цинка Н2О2 может взаимодейство-
вать непосредственно с металлом по реакци-
ям, аналогичным реакции Фентона [21]: 

 
       (  )          

      (  )      

            (  )  

 
Протекающие реакции поддерживают рН 

экссудата на высоком уровне в течение доста-
точно длительного времени экспозиции (рис. 
2), в то время как концентрация Н2О2 начинает 
снижаться (рис. 4). Так, для Clostridium spp., 
культивируемой на глюкозо-минеральной пи-
тательной среде к 16 сут экспозиции концен-
трация Н2О2 в экссудате снижается по сравне-
нию с максимальной в 9 раз, а значение рН 
выходит на свой максимальный уровень.  

 Воздействие на цинк Н2О2 и ОН¯, обра-
зующихся в результате жизнедеятельности 
бактерий, приводят к разрушению поверхности 
металла уже на ранних стадиях воздействия 
бактерий, когда очевидна их стимулирующая 
роль (рис. 5). 

В свою очередь, образование продуктов 
биотрансформации кислорода зависит от ряда 
биогенных факторов – количества мезосом, 
дыхательной и общей метаболической актив-
ности, условий жизнедеятельности. 
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Рис. 5. Микрофотографии поверхности цинка: а – исходная поверхность цинка,  
не контактирующая с бактериями (×1000); б – поверхность цинка спустя 5 сут  

экспозиции под воздействием бактерий Bacillus subtilis (× 200) 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Установлено, что бактерии, культивируе-

мые на плотной питательной среде, при кон-
такте с поверхностью цинка способны выде-
лять продукты биотрансформации кислорода 
Н2О2 и ОН¯. Моделирование условий жизнеде-
ятельности бактерий показало, что одной из 

главных причин образования пероксида водо-
рода является организация электронотранс-
портной системы бактерий и сбалансирован-
ность метаболических процессов в дыхатель-
ной цепи. Выявление стимулирующих факто-
ров дает возможность поиска направлений ин-
гибирования биологической коррозии. 
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