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АКТИВНОСТЬ КАТАЛАЗЫ КРАСНОЙ ВОДОРОСЛИ
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Определен диапазон условно нормальных значений активности каталазы (АК) у макроводоросли
Ceramium virgatum, соответствующий ее условно нормальному функционированию, который со-
ставляет 26.79 ± 10.32 мкг H2O2/(г сырой массы × мин). Установлены минимальные концентрации
гидрохимических показателей, определяющие порог чувствительности AK C. virgatum, которые для
органического азота составляют 40 мкМ/л, для нитритов – 0.03 мкМ/л, для нитратов – 0.3 мкМ/л,
для неорганического фосфора – 0.12 мкМ/л и для органического фосфора – 0.47 мкМ/л.
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В настоящее время состояние морской среды
определяется множеством загрязняющих факто-
ров. Прямое определение концентраций гидро-
химических показателей в акваториях трудоемко
и экономически невыгодно. В морском экологи-
ческом мониторинге степень загрязненности
среды принято оценивать с помощью биохимиче-
ских маркеров (Лукьянова, 2003; Mearns et al.,
2013). В данном случае очень важен диапазон от-
клонения биохимического маркера от его условно
нормального значения. Нормальное состояние
(норма) объекта нормирования любой биоты –
часть области пространства возможных состоя-
ний, в пределах которой реализуется удовлетво-
рительное качество объекта (Воробейчик, 2013).

Экологическая оценка качества (состояния)
окружающей среды заключается в его сопостав-
лении с экологической нормой (Макаров, 2013).
Определение допустимых границ изменения па-
раметров состояния экосистемы, за пределами
которых становятся реальными риски нарушения
ее структуры, выбор этих параметров, а также
определение допустимого уровня разовой нагруз-
ки на экосистему являются актуальными эколо-
гическими задачами и ключевыми проблемами
морского мониторинга (Смолькин, 2014). В этой
связи необходима информация о значениях био-

маркеров у гидробионтов, функционирующих в
нормальных условиях, т.е. о норме отклика. Пря-
мое определение данной величины у гидробион-
тов в условиях высокой антропогенной нагрузки
на прибрежные экосистемы невозможно, поэто-
му предложено определять норму отклика у гид-
робионтов из условно чистых акваторий (Изра-
эль, 1979; Федоров и др., 1980).

Важным качеством для биомаркера является
диапазон вариабельности при изменении факто-
ра среды. Фермент каталаза (К.Ф. 1.11.1.6) − один
из основных неспецифических антистрессовых
ферментов, обеспечивающих первую линию обо-
роны клетки от продуктов свободнорадикального
окисления, в частности, от перекиси водорода
(Carocho, Ferreira, 2013). У морских гидробионтов
данный фермент по сравнению с другими компо-
нентами антиоксидантной системы отличается
наибольшим размахом отклика на изменение ка-
чества среды (Ткаченко и др., 2004; Бельчева
и др., 2007; Шахматова, 2012). Кроме этого, ак-
тивность каталазы (АК) позволяет выявлять даже
незначительные токсические эффекты многих
химических соединений (тяжелые металлы, хлор-
органические соединения, биогены и др.), что да-
ет возможность использовать ее в качестве биохи-
мического маркера в экологическом мониторинге
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(Peters et al., 1994; Ткаченко и др., 2004; Шахмато-
ва, 2012). Для эффективных исследований в дан-
ном направлении очень важен выбор подходящего
организма-индикатора. Ceramium virgatum Roth –
представитель красных водорослей Черного мо-
ря, один из массовых однолетних видов прибреж-
ной зоны. Ранее было показано, что при усиле-
нии хозяйственно-бытового загрязнения аквато-
рий у С. virgatum наблюдается увеличение АК
(Шахматова, Парчевская, 2000; Ткаченко и др.,
2004; Шахматова, 2012; Шахматова, Мильчакова,
2014), что позволяет отнести этот вид к организ-
мам-индикаторам.

Цели настоящей работы − определение диапазона
активности каталазы С. virgatum, соответствую-
щего ее условно нормальному функционирова-
нию (норма отклика), а также выявление мини-
мальных концентраций гидрохимических пара-
метров, определяющих порог чувствительности
АК С. virgatum.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Образцы вегетативно зрелых талломов водо-

росли-литофита Ceramium virgatum (количество
1–2 г) отбирали на глубине от 0.2 до 1 м в июне
2014–2016 гг. Активность каталазы определяли у
растений одной возрастной генерации по методу
Баха и Зубковой (Березов, 1976), адаптированно-
му для макрофитов (Шахматова, 2004; Мильча-
кова, Шахматова, 2007). В лаборатории навеску
целого растения (500 мг) растирали на холоду с
физиологическим раствором в гомогенизаторе,
затем центрифугировали при 8 тыс. об/мин в те-
чение 15 мин. Биохимический анализ выполняли
на 10% концентрированном гомогенате таллома.
В пробу с экстрактом образца водоросли добавля-
ли определенный объем перекиси водорода и
оставляли на 30 мин для прохождения реакции.
Остаточное количество перекиси оттитровывали
раствором перманганата калия в кислой среде.
Количество параллельных измерений колебалось
от 3 до 6; полученные результаты обрабатывали
статистически. Активность фермента выражали в
микрограммах Н2О2 на 1 г сырой массы таллома в
минуту. Все анализы были проведены через 1–1.5 ч
после отбора образцов.

Характеристика района исследования
Исследования проводили на девяти станциях в

прибрежной акватории г. Севастополь, располагав-
шихся на одной береговой линии на участке от мыса
Фиолент до б. Ласпи (рис. 1). Станция мыс Бала-
клавский сильно загрязнена; объем стока в зоне вы-
пуска сточных вод составляет 3285000 м3/год (Ов-
сяный и др., 2001). В акваториях остальных вось-
ми станций хозяйственные и промышленные
выпуски сточных вод отсутствуют. Рекреацион-

ная нагрузка здесь невелика из-за отдаленности
от населенных пунктов и ограничения природо-
пользования в акваториях ООПТ (особо охраняе-
мая природная территория), поэтому их можно
отнести к условно чистым. Станция пляж Шай-
тан расположена ближе других станций к коллек-
торному выпуску сточных вод – в 300 м от него.
Станции урочище Инжир, скала Второй Шпиталь и
у мыса Айя находятся в акватории природного за-
казника “Мыс Айя”, станция у мыса Кая-Баши
располагается в акватории природного заказника
“Караньский”, а у мыса Фиолент – памятника
природы “Прибрежный аквальный комплекс у
мыса Фиолент” (Мильчакова и др., 2015).

Гидрохимические параметры морской воды
(содержание нитритов, нитратов, ионов аммония,
органического азота, фосфатов, органического
фосфора) определяли по стандартным методикам
(Сапожников, 1988). Полученные результаты об-
рабатывали статистически. Рассчитывали сред-
нюю арифметическую величину (М) и довери-
тельный интервал: ДИ = M ± 1.96 × m, где m –
стандартная ошибка среднего. Уравнения, опи-
сывающие связь АК с концентрацией гидрохими-
ческих показателей, рассчитаны в программе
CurveExpert 1.3.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Максимальные значения гидрохимических по-
казателей, характеризующих химический состав
вод в прибрежной акватории от мыса Фиолент до
б. Ласпи, зарегистрированы у мыса Балаклавский
(табл. 1). На условно чистых станциях значения
гидрохимических показателей были на несколько
порядков ниже, чем на сильно загрязненной стан-
ции (табл. 1). По результатам исследования уста-
новлено, что АК Ceramium virgatum в условно чи-
стых акваториях варьировала от 11.34 ± 5.67 мкг
Н2О2/(г сырой массы × мин) на станции мыс Фио-
лент до 50.31 ± 12.22 мкг Н2О2/(г сырой массы × мин)
на станции пляж Шайтан. Рассчитанный 95% до-
верительный интервал АК C. virgatum, соответ-
ствующий нормальному функционированию это-
го вида (уровень нормы отклика), составлял 26.79 ±
± 10.32 мкг Н2О2/(г сырой массы × мин). АК С. vir-
gatum на станции мыс Балаклавский достигала
289.2 ± 17.5 мкг Н2О2/(г сырой массы × мин).

Влияние соединений азота на активность 
каталазы С. virgatum

Зависимость АК С. virgatum от концентрации
органического азота на восьми условно чистых
станциях описывается линейным уравнением с ко-
эффициентом детерминации R2 = 0.84 (рис. 2а). Это
свидетельствует о достоверной функциональной
зависимости АК С. virgatum от содержания орга-
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нического азота в среде. Высокое значение R2

позволяет считать данную прямую калибровоч-
ной и использовать ее для определения содержа-
ния органического азота в среде при известных
значениях АК и наоборот. Для других исследо-
ванных гидрохимических показателей аналогич-
ная линейная зависимость не выявлена. Добавле-
ние девятой точки, соответствующей сильно за-
грязненной акватории у мыса Балаклавский
(табл. 1), существенно изменило вид зависимости
АК С. virgatum от концентрации органического
азота (рис. 2б). Полученная кривая описывается
экспоненциальной функцией с коэффициентом
детерминации R2 = 0.99. Значительное увеличе-

ние АК С. virgatum отмечено при достижении
концентрации органического азота 40 мкМ/л.
Эту величину можно считать порогом чувстви-
тельности АК С. virgatum по органическому азоту.

Зависимость АК С. virgatum от концентрации
ионов аммония на всех исследованных станциях
описывается экспоненциальной кривой с коэф-
фициентом детерминации R2 = 0.98. Порог чув-
ствительности АК С. virgatum по ионам аммония
составил 0.45 мкМ/л (рис. 3).

Зависимость АК С. virgatum от концентрации
нитритов и нитратов на исследованных станциях
также описывается экспоненциальным уравне-

Рис. 1. Схема расположения исследуемых станций. 1 – мыс Фиолент, 2 – мыс Кая-Баши, 3 – мыс Балаклавский, 4 –
пляж Шайтан, 5 – Серая скала, 6 – урочище Инжир, 7 – скала Второй Шпиталь, 8 – мыс Айя, 9 – б. Ласпи.
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Таблица 1. Гидрохимические показатели исследуемых акваторий в прибрежной зоне юго-западного Крыма
(у г. Севастополь)

Станция (ст.) Качество среды
Концентрация форм азота и фосфора, мкМ/л

Nорг Pорг

Мыс Фиолент, ст. 1 Условно чистая 0.03 0.09 0.14 24.3 0.05 0.45

Мыс Кая-Баши, ст. 2 То же 0.03 0.06 0.43 22.0 0.11 0.41

Пляж Шайтан, ст. 4 » 0.10 0.08 4.43 67.0 0.59 0.29

Серая скала, ст. 5 » 0.02 0.06 0.13 40.2 0.51 0.12

Урочище Инжир, ст. 6 » 0.04 0.03 0.25 34.9 0.54 0.12

Скала Второй Шпиталь, ст. 7 » 0.04 0.09 0.42 70.5 0.51 0.12

Мыс Айя, ст. 8 » 0.01 0.05 1.05 54.3 0.54 0.15

Бухта Ласпи, ст. 9 » 0.04 0.30 0.35 29.2 0.08 0.27

Мыс Балаклавский, ст. 3 Сильно загрязненная 1.38 1.83 65.53 139.0 7.69 2.71

−
2NO −

3NO +
4NH −3

4PO
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нием (рис. 4а, 4б) с высокими значениями коэф-
фициентов детерминации: R2 = 0.98 для нитритов
и R2 = 0.97 для нитратов. Порогом чувствительно-
сти для АК С. virgatum по нитритам можно считать
их концентрацию в морской воде 0.03 мкМ/л, а
по нитратам – 0.3 мкМ/л.

Влияние соединений фосфора на активность 
каталазы С. virgatum

Влияние соединений неорганического и орга-
нического фосфора на АК С. virgatum на исследо-
ванных станциях описывается квадратичными
функциями со следующими коэффициентами де-
терминации: R2 = 0.98 для неорганического и R2 =
= 0.97 для органического фосфора (рис. 5а, 5б).
Порогом чувствительности для АК С. virgatum
можно считать концентрацию неорганического
фосфора в морской воде, равную 0.12 мкМ/л, а
органического – 0.47 мкМ/л.

ОБСУЖДЕНИЕ

Найденный в настоящем исследовании 95%
доверительный интервал АК Ceramium virgatum,
соответствующий нормальному функционирова-
нию водоросли, т.е. уровень нормы отклика, соста-
вил 26.79 ± 10.32 мкг Н2О2/(г сырой массы × мин).
В акватории б. Севастопольская доверительный
интервал нормы для церамиума, рассчитанный
нами ранее по выборке значений за июнь–сен-
тябрь в 1996–1998 гг. (n = 12), был в 2 раза выше,
чем в условно чистых исследованных акваториях и
составлял 57 ± 12 мкг Н2О2/(г сырой массы × мин)
(см.: Шахматова, Парчевская, 2000). Это может
свидетельствовать о более высоком уровне за-
грязнения б. Севастопольская в 1996–1998 гг. по
сравнению с таковым в 2014–2016 гг.

Зависимость степени отклика биомаркера от
концентрации вещества, загрязняющего аквато-
рию, − одно из важнейших требований к биомар-
керу (Torres et al., 2008; Dondero, Calisi, 2015). По
уровню отклика биомаркера появилась возмож-
ность характеризовать состояние морской среды
(Dahlhoff, 2004), что особенно важно для эколо-
гического мониторинга.

Кривая зависимости АК С. virgatum от концен-
трации органического азота (рис. 2а) имеет вид,
характерный для начального участка кривых “до-
за – эффект” (Куценко, 2004). При увеличении
концентрации загрязняющих веществ С. virgatum
способен адаптироваться к ухудшению качества
среды только до определенного уровня; для орга-
нического азота этот уровень соответствует кон-
центрации 40 мкМ/л. Затем, вероятно, включа-
ются выраженные механизмы антиоксидантной
защиты, т.е. повышается уровень АК. Если под
адаптацией понимать “…любые полезные изме-
нения организма при изменении окружающей
среды” (Гапочка, 1981), то увеличение АК С. vir-
gatum в стрессовых условиях можно считать од-

Рис. 2. Зависимость активности каталазы (АК) Ceramium virgatum от концентрации органического азота (Nорг): а – на
восьми станциях условно чистых акваторий у г. Севастополь, б – на всех исследованных станциях. Номера станций
здесь и на рис. 3–5, как на рис. 1.
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ним из механизмов адаптации этого вида к усло-
виям произрастания.

Известно, что аммоний − наиболее предпо-
чтительный и энергетически эффективный ис-
точник азота для водорослей (Pereira et al., 2008).
В частности, Porphyra dioica J. Brodie & L.M. Irvine
поглощает аммоний и нитраты, однако более
предпочтительным для этого вида является по-
глощение аммония. В лабораторных условиях
красная водоросль-агарофит Gracilaria foliifera
(Forsskal) Børgesen лучше росла в среде, обога-
щенной , чем в среде, насыщенной 
(Pereira et al., 2008). Аммоний легко переносится
через мембраны клеток группой белков, принад-
лежащих семейству транспортеров , и далее
включается в цикл синтеза аминокислот глюта-
минсинтетазой, известной своим высоким срод-
ством к аммиаку (Miflin, Habash, 2002), однако
опубликованные данные свидетельствуют о высо-
кой токсичности аммония. Так, Хайнес и Вилер
(Haines, Wheeler, 1978) указывают на токсичность
аммония при концентрации более 30–50 мкМ/л

+
4NH −

3NO

+
4NH

для бурой макроводоросли Macrocystis pyrifera
(Linnaeus) C. Agardh и красной водоросли Hypnea
musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux. Эффект ток-
сичности  наблюдали на Porphyra yezoensis
(Ueda) M.S. Hwang & H.G. Choi при концентра-
ции около 2.1 мкМ/л (Amano, Noda, 1987). Рост
Porphyra umbilicalis Kützing прекращался при кон-
центрации  1.4 мкМ/л (Carmona et al., 2006).
Эти данные сопоставимы с полученными нами
результатами, согласно которым порог чувстви-
тельности АК С. virgatum для аммония довольно
низкий – 0.45 мкМ/л (рис. 4), что может указы-
вать на токсичность аммиака для С. virgatum.

Минимальная действующая концентрация за-
грязняющего вещества в среде является порогом
чувствительности для биомаркера. Обращает на
себя внимание существенное различие порогов
чувствительности АК С. virgatum по концентра-
ции нитратов и нитритов (рис. 4): по нитратам
порог чувствительности на порядок выше, чем по
нитритам. Вероятно, нитратный азот служит пи-
тательным элементом для макроводорослей, в то

+
4NH

+
4NH

Рис. 4. Зависимость активности каталазы (АК) Ceramium virgatum от концентрации нитритов и нитратов в прибрежной
акватории г. Севастополь: а – нитраты (NO2), б – нитриты (NO3).
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Рис. 5. Зависимость активности каталазы (АК) Ceramium virgatum от концентрации соединений фосфора в прибреж-
ной акватории г. Севастополь: а – неорганического (PO4), б – органического (Рорг).
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время как его нитритная форма под действием
любого акцептора электронов легко превращает-
ся в свободный радикал , индуцирующий
цепь свободнорадикального процесса, который
включает антиоксидантную защиту (Carocho,
Ferreira, 2013). Однако известно, что красная во-
доросль Palmaria palmata (Linnaeus) Weber & Mohr
может запасать избыток ассимилированного азо-
та в виде ионов , это позволяет ей расти при
сезонных ограничениях азота (Martinez, Rico,
2002).

Обнаруженная в природной среде зависимость
АК С. virgatum от концентрации нитратов под-
тверждена лабораторными экспериментами на
морской воде, отобранной в 10-мильной зоне и
содержащей низкие концентрации биогенных ве-
ществ (неопубликованные данные О.А. Шахмато-
вой). Установлено, что при действии концентра-
ции нитратов 100 мкМ/л в течение 24 ч увеличение
АК С. virgatum составило 260% по сравнению с
контролем. Значения АК в контрольных образцах −
30.55 ± 8.78 мкг Н2О2/(г сырой массы × мин), не
превышали 95% доверительный интервал, соот-
ветствующий их нормальному функционирова-
нию: 26.80 ± 10.32 мкг Н2О2/(г сырой массы × мин).

Показано, что у большинства водорослей ме-
таболизм азота осуществляется по схеме: аммо-
ний > нитрат > нитрит > мочевина (Perez-Garcia
et al., 2011). Для С. virgatum мы получили следующий
ряд: аммоний (0.4 мкМ/л) > нитрат (0.3 мкМ/л) >
> нитрит (0.03 мкМ/л). В целом показано, что водо-
росли отдела Rhodophyta характеризуются более
высокой способностью к ассимиляции нитратов,
чем представители других отделов (Wang et al., 2014).

Вызывающая значительное увеличение актив-
ности каталазы у С. virgatum концентрация орга-
нического фосфора была в 4 раза выше, чем неор-
ганического (рис. 5а, 5б). Вероятно, это связано с
тем, что органический фосфор легко включается
в метаболизм С. virgatum. Показано, что одним из
путей пополнения запасов усвояемого фосфора
водорослями является энзимная регенерация
фосфатов из фосфорорганических соединений
(Баранов, 2013). Известна также способность ще-
лочной фосфатазы фито- и бактериопланктона
восстанавливать фосфор из фосфомоноэфиров в
морской среде (Oh et al., 2010). Значение порого-
вой концентрации ортофосфата для естественного
фитопланктонного сообщества на юге Балтий-
ского моря составило около 1 мкМ/л (Nausch,
1998), что сопоставимо с нашими данными: поро-
говая концентрация неорганического фосфора
для АК С. virgatum не превышала 0.12 мкМ/л. Ди-
нофлагелляты Chattonella ovata и Cochlodinium
polykrikoides также могут эффективно использо-
вать разнообразные неорганические и органиче-
ские соединения фосфора (Kim et al., 2007; Ya-

i 2NO

−
2NO

maguchi et al., 2008). У двух представителей бу-
рых водорослей – Sargassum baccularia (Mertens)
C. Agardh и S. oligocystum Montagne − была обна-
ружена активность внеклеточной фосфатазы,
позволяющая ассимилировать фосфор из органи-
ческих полифосфатов окружающей среды (Schaf-
felke, 2001).

Таким образом, в результате проведенного ис-
следования определена норма отклика активно-
сти каталазы С. virgatum, равная 26.79 ± 10.32 мкг
Н2О2/(г сырой массы × мин). Установлено, что
все обнаруженные зависимости АК С. virgatum от
концентраций исследованных гидрохимических
показателей описываются экспоненциальными
кривыми с высоким коэффициентом детермина-
ции R2 = 0.97–0.99. Горизонтальные участки кри-
вых расположены на уровне значений АК цера-
миума от 15 до 60 мг Н2О2/(г сырой массы × мин),
что близко к значениям доверительного интервала
нормы отклика − 26.80 ± 10.32 мкг Н2О2/(г × мин).
В этом интервале значений АК С. virgatum нор-
мально функционирует в прибрежной зоне у
г. Севастополь.

Порогу чувствительности для АК С. virgatum
соответствуют следующие концентрации биоге-
нов (мкМ/л): органический азот – 40, нитриты –
0.03, нитраты – 0.3, ионы аммония – 0.45, неорга-
нический фосфор – 0.12 и органический фосфор –
0.47. Полученные результаты по влиянию биоге-
нов на активность каталазы С. virgatum являются
начальным этапом исследований, которые пред-
стоит продолжить в лабораторных условиях.
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Catalase Activity of the Red Alga Ceramium virgatum Roth, 1797 as a Marker
of the Quality of Marine Environment on the Example of the Coastal Zone

of the South-Western Crimea
O. A. Shakhmatovaa and S. A. Kovardakova

aKovalevsky Institute of Marine Biological Research, Russian Academy of Sciences,
Sevastopol 299011, Russia

The study determined the range of conditionally normal values of the activity of catalase (CA) in the Black
Sea red macroalga Ceramium virgatum. The level of CA in the alga corresponded to its conditionally normal
functioning (26.79 ± 10.32 μg H2O2/g wet weight × min). The found minimum concentrations of hydro-
chemical parameters correspond to the sensitivity threshold of CA in C. virgatum; these minimum values are
40 μM/L for organic nitrogen, 0.03 μM/L for nitrites, 0.3 μM/L for nitrates, 0.12 μM/L for inorganic phos-
phorus, and 0.47 μM/L for organic phosphorus.

Keywords: The Black Sea, Ceramium virgatum, catalase activity, biomarker, hydrochemical parameters, sen-
sitivity threshold, conditional norm
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