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Введение
При выращивании молоди трепанга основной проблемой является высокая энегрозатратность, поскольку важным условием культивирования является поддержание температуры воды на уровне 15-20 оС (Инструкция…, 2012). Процесс выращивания молоди приходится на сентябрь-декабрь. Температура воды в море в это время опускается до 1-8 оС. Учитывая, что выращивание молоди трепанга ведется при постоянном протоке воды в системе, подогрев холодной воды до требуемых температур является энергозатратным процессом, что увеличивает стоимость конечного продукта. 

Решением данной проблемы может быть использование установок с замкнутым водопользованием (УЗВ). При работе таких систем процесс выращивания трепангов становится полностью независимым от природных явлений и времени года. В УЗВ по сравнению с проточными системами сокращается водопотребление более чем в 100 раз, и, следовательно, уменьшаются энергозатраты на водоподготовку. Однако в процессе жизнедеятельности гидробионтов в окружающую среду выделяются различные метаболиты, которые постепенно трансформируются в биогенные элементы (растворенные неорганические соединения азота и фосфора). Кроме того, значительное количество биогенов (до 85% фосфора, 52-95% азота и 80-88% углерода) поступает в воду с кормом для культивируемых животных, не съеденные остатки которого оседают на дно, реминерализируются и поступают в среду в виде растворенных неорганических соединений азота и фосфора (Мирошникова, Скрипцова, 2010). Для поддержания допустимых для гидробионтов концентрации этих веществ воду приходится менять достаточно часто (не менее одного раза в неделю). 

Одним из способов очистки воды от биогенов является использование биофильтров. Традиционно используются бактериальные биофильтры, в которых аммоний преобразуется в нитриты, а затем в нитраты (Дементьев, 2016). В результате в среде накапливаются наименее токсичные для водных животных соединения азота – нитрат-ионы. Другим существенным недостатком таких фильтров является то, что они вовсе не удаляют фосфаты (Дементьев, 2016).

Более перспективными для биоремедиации являются биофильтры на основе водорослей. В отличие от бактериальных фильтров водоросли утилизируют аммоний, нитраты и нитриты. Кроме того, они поглощают фосфаты, технология удаления которых из воды до сих пор мало разработана. Эффективность очистки вод от этих веществ водорослями достигает 95% (Мирошникова, Скрипцова, 2010). Водоросли используют полученные из среды биогены для строительства клеток. 

Биоремедиацию вод с помощью водорослей иногда используют в пресноводном рыбоводстве; возможность применения таких подходов для очистки морских вод мало изучена (Дементьев, 2016; Жигин, Дементьев, 2016). Во всем мире это направление считается перспективным; появляется все больше работ про морские водорослевые фильтры. Из морских водорослей для использования в биофильтрах предложены в основном макроводоросли, такие как Gracilaria, Ulva, Laminaria, Saccharina, Chondrus, Kappaphycus, Porphyra и др. (Мирошникова, Скрипцова, 2010). К сожалению, благодаря крупным размерам использование макрофитов для биофильтров затруднительно, ведь для их выращивания требуются огромные танки. Кроме того, макрофиты нельзя использовать круглый год, т.к. после репродукции они разрушаются. Более удобными для использования в биофильтрах  являются микроводоросли (нитчатые и одноклеточные водоросли из разных отделов). Благодаря своим микроскопическим размерам и быстрому росту они могут выращиваться в контролируемых условиях фотобиореакторов небольшого объема.

Перспективным объектом для биоремедиации может стать нитчатая бурая водоросль Streblonema sp. (пор. Ectocarpales). Небольшие размеры (несколько микрон) этой водоросли позволяют выращивать ее в небольших емкостях, а быстрый рост и высокая площадь поглощающей поверхности обеспечивают высокую скорость поглощения биогенов из среды и высокую эффективность биоочистки. Еще одним плюсом является то, что ее можно использовать круглый год. 

Цель – оценить перспективность использования нитчатой бурой микроводоросли Streblonema sp. для биоремедиации воды при выращивании молоди трепанга
Задачи:

1. Выяснить динамику накопления биогенов в среде при культивировании молоди трепангов

2. Узнать предпочтения Streblonema sp. в потреблении растворенных неорганических соединений азота (аммония и нитратов)

3. Выяснить эффективность биремедиации воды от трепанга с помощью Streblonema sp.
Методика исследования

Объект исследования

Объектом нашего исследования стала микроводоросль Streblonema sp. (Рис. 1). Это нитчатая водоросль из порядка Ectocarpales класса Phaeophyceae (Бурые водоросли). В природе она является эндофитом, поселяющимся внутри водоросли-хозяина, глубоко проникая в его ткани. Репродуктивные органы водоросли Streblonema sp. образуются на поверхности таллома хозяина. Эта водоросль была выделена в свободноживущую культуру и хранится в коллекции «Гаметофиты бурых водорослей» ЦКП Биоресурсная коллекция «Морской биобанк» ННЦМБ ДВО РАН № 506171 в альгологически чистой культуре. Она обладает высокой скоростью роста, и благодаря своим небольшим размерам, может выращиваться в контролируемых условиях в фотобиореакторах (Скрипцова, 2018). 
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Рис. 1. Объект исследования – Streblonema sp.  А, В – внешний вид водоросли под микроскопом, С – культура водоросли в колбах. 

Постановка экспериментов

Исследования проводились в июне-августе 2018 г. в лаборатории автотрофных организмов и на экспериментальном участке по выращиванию гидробионтов ННЦМБ ДВО РАН. 

Эксперимент 1.Определение динамики накопления биогенных элементов в воде при выращивании трепанга. 

Трепангов выращивали в 4-х баках объемом 50 л каждый при температуре 21–22 оС, постоянной аэрации без протока и смены воды. В каждом баке содержалось по 400 г животных, что соответствует плотности, рекомендованной для культвирования молоди трепанга (Инструкция…, 2012). Животных кормили смесью ила и комбикорма китайского производства, в которой 1% от массы трепанга приходилось на комбикорм, а 10% от массы трепанга – на ил. Трепангов ежедневно кормили в 10 часов утра. В 9 часов утра отбирали пробы воды для определения концентрации биогенов. Эксперимент длился 6 дней.

Эксперимент 2. Выявление предпочтения Streblonema sp. в поглощении аммония и нитратов.
Водоросли (плотность посадки  0.255(0.06 г сухой массы/л ) выращивали в колбах объемом 250 мл, содержащих 170 мл фильтрованной морской воды. Было поставлено 3 варианта опыта: 

Вариант 1. Вода обогащалась только аммонием (500 мкМ/л)

Вариант 2. Вода обогащалась только нитратами (500 мкМ/л)

Вариант 3. Вода обогащалась аммонием (500 мкМ/л) и нитратами (500 мкМ/л)

В каждом варианте использовали 3 колбы. Пробы воды (по 30 мл) отбирали в начале эксперимента и через 1, 3 и 7 суток. 

Водоросли освещали 12 часов в день люминесцентными лампами ЛД-40, освещенность составляла 50 мкЕ/(м2с). Эксперимент был повторен 3 раза.
Эксперимент 3. Определения динамики удаления биогенных элементов из воды Streblonema sp.

Водоросли (около 0,6 г сырых водорослей на 1 л) выращивали в 2-х пятилитровых сосудах и колбах (250 мл), содержащих воду, взятую на 4-е сутки из емкостей с трепангами в эксперименте 1. Параллельно ставили 2 сосуда и колбы без водорослей с той же водой (контроль).  Условия освещения водорослей были как в эксперименте 2. Отбор проб начали в 9–00. Пять последующих часов ежечасно отбирали воду для определения концентрации биогенов, также была взяты пробы через 24 часа после начала эксперимента и через 48 часов (только в колбах). 

Анализ концентрации биогенных элементов в воде

Пробы воды немедленно после отбора фильтровали через стекловолоконный фильтр Munktel MG/F (0.7 мкм). При необходимости пробы разбавляли безаммиачной водой. 

Концентрацию аммонийного азота определяли по методу Сэджи-Солорзано по реакции с фенолом и гипохлоритом с образованием индофенольного красителя, в качестве эталона применяется безаммиачная морская вода, проведенная через аналогичную процедуру анализа; нитритный азот определяли по реакции с сульфаниламином и нафтилэтилендиамидом,  нитратный азот – методом восстановления нитрата до нитрита в кадмиевых колонках с последующим определением нитритов; фосфаты – метод Морфи-Райли по образованию молибденовой сини в присутствии восстановителя – аскорбиновой кислоты (Руководство…, 2003); рН определяли с помощью набора тест-системы Sera. Оптическую плотность окрашенных растворов определяли на спектрофотометре ПЭ-5400В (Россия) в кюветах с длиной оптического пути 1 см (нитраты и нитриты) и 5 см (аммоний и фосфаты). 
Обработка данных

Концентрацию биогенов в воде рассчитывали по следующей формуле: 
С=(Апр–А0)*Ск/(Ак–А0),
где А – оптическая плотность окрашенного раствора, полученного соответствующим методом и измеренная на спектрофотометре при требуемой длине волны, Апр – оптическая плотность пробы, А0 – оптическая плотность бланка (эталона, не содержащего определяемый ион), Ак – оптическая плотность контрольного раствора биогена известной концентрации. 

На основании полученных данных рассчитывали эффективность биоремедиации (RE) по формуле: 
RE=(С0 – Сt)*100/С0,
где С – концентрация биогена в начале (С0) и через время t (Ct). 

Для каждого варианта опытов рассчитывали среднее и стандартное отклонение (SD) в программе Excel. Строили графики зависимости концентрации от времени, RE от времени и плотности посадки водорослей, на которых показывали средние значения и SD.
Результаты исследования и их обсуждение
Определение динамики накопления биогенных элементов в воде при выращивании трепанга 

При содержании трепанга на протяжении 6 дней динамика концентрации биогенов несколько различалась для аммония, нитратов, нитритов и фосфатов. Концентрации нитратов и фосфатов оставались на относительно постоянном уровне – менее 10 и 2 мкМ/л, соответственно (Рис. 2). ПДК для этих соединений составляет 600 и 2 мкМ/л (ПДК…., 1999). В то время как концентрация аммония с 1-го по 4-й день возросла в 8 раз и достигла 40 мкМ/л, на 5-й день отмечено снижение до 30 мкМ/л (Рис. 2). Известно, что при содержании молоди трепанга допускаются концентрации этого элемента до 0.2–0.3 мг/л, что соответствует 11–16 мкМ/л (Инструкция…, 2012). Концентрация нитритов в воде в нашем эксперименте плавно увеличилась от 1 до 4 мкМ/л. Таким образом, превышение допустимых при выращивании молоди трепанга концентраций нитратов, нитритов и фосфатов не наблюдалось. Основным загрязняющим соединением является аммоний. 

Выявление предпочтения Streblonema sp. в поглощении аммония и нитратов

Было выявлено, что Streblonema sp. более активно поглощает аммоний, чем нитраты. Интенсивность поглощения аммония была одинаковой в моносреде и в среде, содержащей аммоний и нитраты (Рис. 3). В контроле на протяжении 7 дней концентрация держалась в пределах 450 мкМ/л, в колбах с водорослями в 1-й день концентрация аммония снизилась с 450 до 300 мкМ/л, и в последующие 6 дней она плавно снижалась до 100 мкМ/л (Рис. 3А). 

Водоросль поглощала нитраты, в отличие от аммония, только в моносреде, содержащей только нитраты, а из среды со смесью биогенов (аммоний и нитраты) не поглощала вовсе (Рис. 3Б). Так, в моносреде концентрация нитратов на протяжении 7 дней плавно снизилась с 350 до 250 мкМ/л, в то время как в контроле и в колбах, содержащих смесь аммония и нитратов, увеличилась с 350 до 450 мкМ/л (Рис. 3Б). 

Дополнительно в результате эксперимента 3 мы узнали, что микроводоросль Streblonema sp. сначала поглощает аммоний, удаляя 75% его в первые сутки, а когда аммоний заканчивается на вторые сутки, то водоросли начинают поглощать нитраты, удаляя до 96% соединения из среды. 

Предпочтительное поглощение аммония водорослями по сравнению с нитратами связано с тем, что на его включение в процессы метаболизма (синтез аминокислот, белков и др. соединений) тратится меньше энергии, чем на включение нитратов. Азот включается в процессы метаболизма азотистых соединений клетки только в своей восстановленной форме. Такой формой является аммоний.
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Рис. 2. Изменение концентрации аммония и нитратов (А), фосфатов и нитритов (Б) в воде при выращивании трепанга. Для нулевого дня приведены начальные концентрации веществ в воде.
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Рис. 3. Изменение концентрации аммония (A) и нитратов (Б)  в  разных средах: в среде содержащей только аммоний, только нитраты и смеси  содержащей оба соединения (аммоний + нитраты). К среды – контроль, колбы без водорослей с морской водой с той же начальной концентрацией  веществ, что и в колбах с водорослями. 

Предпочтительное поглощение аммония водорослями по сравнению с нитратами связано с тем, что на его включение в процессы метаболизма (синтез аминокислот, белков и др. соединений) тратится меньше энергии, чем на включение нитратов. Азот включается в процессы метаболизма азотистых соединений клетки только в своей восстановленной форме. Такой формой является аммоний. Поэтому аммоний сразу после поглощения метаболизируется в клетках, превращаясь в азот аминокислот и амидов. Так как для их построения требуются «углеродные скелеты», которые образуются при фотосинтезе, аммоний будет активно поглощаться растениями и включаться в метаболизм при условии высокой фотосинтетической активности или достаточного количества запасных углеводов. Аммоний должен усваиваться сразу. При недостатке органических кислот аммоний не успевает связываться и может быть токсичным (Полевой, 1989).
Нитраты – это крайняя окисленная форма азота, поэтому они не могут напрямую включаться в метаболизм аминокислот и белков. Метаболизация нитратов начинается с их восстановления до аммония с помощью ферментов нитратредуктазы и  нитритредуктазы. Этот процесс требует затрат энергии, поэтому поглощение нитратов происходит только на свету, когда активно протекает фотосинтез, в результате которого образуются энергетические молекулы АТФ. Поэтому при наличии в среде аммония и нитратов растения сначала предпочитают поглощать аммоний, а при его недостатке начинают поглощать и нитраты. Поглощенные нитраты часто запасаются в вакуолях клеток (Полевой, 1989). 
Нитриты содержатся в воде в крайне незначительном количестве и быстро окисляются нитрифицирующими бактериями до нитрат-иона, поэтому они не рассматриваются в качестве одного из основных источников азотного питания растений.
Определение динамики удаления биогенных элементов из воды Streblonema sp.

Изучение динамики концентрации биогенов в течение суток в нефильтрованной воде, полученной из резервуаров для культивирования трепанга, показало увеличение концентрации аммония в контрольных сосудах (без водорослей) за 24 часа с 20 до 50 мкМ/л. Это связано с минерализацией органического вещества, попавшего в воду с кормом для животных, и выделениями трепанга. В сосудах с водорослями отмечено постепенное снижение концентрации аммония (Рис. 4А). За 5 часов водоросли удалили около 60% аммония, а за 24 ч – 76%. 
Концентрация нитратов в сосудах с водорослями также была ниже по сравнению с контролем (Рис. 4Б). Однако эффективность удаления нитратов была невысокой (около 20%), что также не противоречит выводу о предпочтительном поглощении Streblonema sp. аммония, полученному в эксперименте 2. 
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Концентрация нитритов в сосудах с водорослями была выше, чем в контроле (данные не показаны). Это могло быть связано с тем, что водоросли используют данный биоген в качестве источника азота в последнюю очередь, после полного истощения в среде аммония и нитратов, кроме того, известно, что при поглощении нитрата водоросли в качестве побочного продукта выделяют нитрит–ион (Силкин, Чубчикова, 2007). 

На основании экспериментальных данных установлено, что в пересчёте на 100 г веса при культивировании трепанга в среду ежесуточно выделяется в среднем 4 мг аммония, 0,3 мг фосфатов и 2,1 мг нитратов. В то время как 1 г Streblonema sp. (в расчете на живую массу) поглощает 0,8 мг аммония и 0,2 мг нитратов за сутки. 
Таким образом, наши данные позволяют рассчитать необходимое количество водорослей для очистки воды при выращивании трепанга: менее 5 г сырой массы необходимо для удаления аммония из среды и 12 г сырой массы для удаления нитратов, образующегося при выращивании 100 г трепанга. 
Поскольку нитраты являются наименее токсичным соединением для гидробионтов, а их концентрация в среде была в 60 раз меньше ПДК, то их удалением можно пренебречь и считать, что оптимальным является соотношением трепангов к водорослям 25:1 (в пересчете на сырую массу водорослей).  
Для сравнения, в единственной найденной нами работе, в которой приведены расчеты количества водорослей, необходимых для очистки воды при содержании гидробионтов, в биофильтре на основе макроводоросли Caulerpa prolifera, предложенном для очистки воды при выращивании тилляпии, соотношение массы рыбы к массе водоросли оценено как 1:8 (Жигин, Дементьев, 2016). Таким образом, использование микроводоросли Streblonema sp. для очистки воды при выращивании гидробионтов выгоднее, чем применение макроводорослей. 

Выводы
1. Выявлено, что при выращивание молоди трепанга в УЗВ в пересчёте на 100 г веса трепанга в среду ежесуточно выделяется в среднем 4 мг аммония, 0,3 мг фосфатов и 2,1 мг нитратов. Основным загрязняющим соединением является аммоний. Уже через 4 дня его концентрация выходит за рамки допустимой.

2. Выявлено, что Streblonema sp. в качестве источника азота предпочитает использовать аммоний, а при его недостатке в среде начинает поглощать нитраты. 

3. Установлено, что за сутки водоросль удаляет из среды до 76% аммония и около 20% нитратов. Рассчитано, что 1 г Streblonema sp. поглощает 0,8 мг аммония и 0,2 мг нитратов за сутки. 
4. Показана перспективность использования Streblonema sp. для биоремедиации воды при заводском выращивании молоди трепанга. По нашим оценкам, оптимальным является соотношением трепангов к водорослям 25:1 (в пересчете на сырую массу водорослей).
Заключение

Для разработки технологии использования Streblonema sp. для биоремедиации воды при выращивании молоди трепанга требуются дальнейшие исследования, в первую очередь направленные на выявление оптимальной плотности посадки и способности водоросли жить в данных условиях, сохраняя высокую скорость поглощения биогенов и обеспечивая эффективную очистку вод в течение длительного времени. В дальнейшем мы собираемся провести апробацию биофильтра со Streblonema sp. в условиях, наиболее близких к заводскому выращиванию трепанга. 
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Рис. 4. Изменение концентрации аммония (А), нитратов (Б) в контроле (без водорослей) и в сосудах с водорослями в течении суток и эффективность очистки воды от этих соединений водорослями (черная линия); эффективность поглощения аммония и нитратов на протяжении 2-х дней (В). 
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