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АНОТАЦІЯ 

Гаврилюк О.А. Поширення купрумрезистентних мікроорганізмів та 

перспективи їх використання для охорони довкілля. – Кваліфікаційна наукова праця 

на правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора філософії за спеціальністю 

091 «Біологія» (09 – Біологія). – Інститут мікробіології і вірусології ім. Д.К. 

Заболотного НАН України, Київ, 2022 р. 

Токсичні сполуки Купруму є одними з найбільш поширених та екологічно 

небезпечних забруднювачів довкілля. Вони потрапляють у довкілля як у місцях 

родовищ, так і внаслідок промислової та побутової діяльності людини. Забруднення 

Купрумом згубно діє на екосистеми. Найбільш потужними джерелами забруднення 

Купрумом є гірнично-видобувні та гірничо-переробні підприємства, а також стічні 

води промислових підприємств. Купрум є поширеним забруднювачем на території 

агропромислових країн, зокрема України, де широко розповсюджено використання 

купрумвмісних пестицидів для боротьби з бактеріальними та грибковими 

захворювання сільськогосподарських культур. 

На сьогодні, пошук ефективних методів очищення екосистем від сполук 

Купруму є актуальним для збереження довкілля. Перспективною є розробка 

біотехнологічних, зокрема, мікробних методів знешкодження сполук Купруму. Ці 

методи потребують виділення та вивчення мікроорганізмів, що стійкі до Купруму у 

високих концентраціях та здатні взаємодіяти з ним (накопичувати, відновлювати, 

осаджувати тощо). Скринінг екосистем на наявність таких мікроорганізмів, 

розуміння їх молекулярних і фізіологічних механізмів стійкості та детоксикації 

сполук Купруму мають пріоритетне значення для охорони довкілля. Ці знання 

становлять фундаментальний інтерес для мікробіологів, біотехнологів та екологів, 

а також є необхідними для розробки природоохоронних біотехнологій очищення 

купрумвмісних стічних вод та забруднених Купрумом ґрунтів. 

Наукова новизна. Вперше експериментально підтверджено положення 

термодинамічного прогнозування про можливість росту та взаємодії 

мікроорганізмів з розчинними сполуками Купруму(ІІ) за його надвисоких, 
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одномолярних (63546 мг/л Cu2+) концентрацій. Вперше проведено скринінг 

природних екосистем п’яти географічних регіонів земної кулі (України, 

Антарктиди, Арктики, Ізраїлю та Південної Америки) на наявність 

купрумрезистентних мікроорганізмів. Показано їх широке розповсюдження та 

визначено кількісні показники стійкості до токсичних сполук Купруму. Виявлено, 

що у зразках ґрунту, глини і піску у значній кількості (від n×102 до n×104 КУО/г) 

присутні мікроорганізми, стійкі до Купруму у надвисоких концентраціях (1000 – 

15500 мг/л) за культивування на агаризованому поживному середовищі. Виділено 

10 купрум-резистентних культур мікроорганізмів і встановлено, що вони 

здійснюють як іммобілізацію розчинних сполук Купруму, так і мобілізацію 

нерозчинних сполук. Визначено їх таксономічне положення та охарактеризовано 

культурально-морфологічні та фізіолого-біохімічні ознаки. Виділено 9 

бактеріальних купрум-резистентних штамів (Pseudomonas lactis UKR1, 

P. panacis UKR 2, P. veronii UKR 3 і UKR4, Staphylococcus succinus Cop98, Pantoea 

agglomerans Cop101, Bacillus mycoides Cop102, B. megaterium Cop99, B. velezensis 

Cop41) та 1 штам дріжджів (Rhodotorula mucilaginosa UKR5), що здатні рости у 

присутності 1 моль/л, тобто 63546 мг/л Cu2+ у рідкому поживному середовищі. 

Вперше секвеновано геноми чотирьох штамів Pseudomonas lactis UKR1, 

P. panacis UKR 2, P. veronii UKR 3 і UKR4, що стійкі до 1 моль/л Cu2+ та показано 

здатність Pseudomonas lactis UKR1 взаємодіяти зі сполуками Купруму за усіма 

термодинамічно допустимими шляхами: іммобілізація (акумуляція в клітинах, 

відновлення до нерозчинних сполук та осадження без зміни валентного стану) та 

мобілізація. Геномні послідовності надстійких до Купруму штамів 

Pseudomonas lactis UKR1, Pseudomonas panacis UKR2, Pseudomonas veronii UKR3 

та Pseudomonas veronii UKR4 зареєстровані у базі даних DDBJ/ENA/GenBank з 

номером доступу до біопроєкту PRJNA565195 та номерами доступу до геномів – 

VWXW00000000, VWXV00000000, VWXU00000000, VWXT00000000 відповідно. 

Проведено початковий скринінг геномів, що показав наявність генетичних 

детермінант, які кодують стійкість до Купруму – білки А, B, D, купрум-експортуюча 

АТФаза copA3, мідний шаперон copZ, а також двокомпонентна регуляторна система 
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cusRS. Порівняно ефективність іммобілізації Cu2+ облігатно аеробними та 

облігатно-анаеробними мікроорганізмами. Доведено здатність неадаптованого до 

Cu2+ облігатно-анаеробного водень-синтезувального штаму Clostridium butyricum 

92 іммобілізувати Cu2+ з ефективністю 88,0–99,2% у концентраційному діапазоні 50 

– 200 мг/л Cu2+. Проте ефективність іммобілізації Cu2+ надстійким до Купруму 

штамом P. lactis UKR1 становила лише 18–76,8% за вихідної концентрації 200 мг/л 

Cu2+. Висока ефективність іммобілізації Cu2+ неадаптованим до Купруму штамом 

Clostridium butyricum 92 визначається великою різницею редокс-потенціалів між 

високо потенційним катіоном Cu2+ (Eh = + 390 мВ) та низько потенційними 

мікробними клітинами (Eh = – 300 мВ), що призводить до відновлення Cu2+ до 

Cu2О. Навпаки, у аеробного P. lactis UKR1 така різниця потенціалів є незначною. 

Тому, незважаючи на високу резистентність до Купруму, цей штам зі значно 

меншою ефективністю відновлює Cu2+ до нерозчинного Cu2О порівняно з 

анаеробним Clostridium butyricum 92. 

Вперше встановлено можливість регуляції видів взаємодії мікроорганізмів зі 

сполуками Купруму на прикладі штаму P. lactis UKR1. Показано, що за зміни 

складу поживного середовища та умов культивування штам змінював види 

взаємодії з Купрумом. За росту на білковому середовищі LB мікроорганізми 

ефективно іммобілізували сполуки Cu2+ внаслідок підвищення рН до 9,3±0,2, за 

якого Cu2+ випадав, ймовірно, у осад у формі Cu(ОН)2, CuСО3. У мінеральному 

середовищі з розчинним цитратом Купруму Сu2[NaC6H5O7], як єдиним джерелом 

вуглецю та енергії, P. lactis UKR1 осаджував Cu2+ у формі Cu(OH)2↓ внаслідок 

мікробної деструкції цитратного радикала-хелатора. За споживання глюкози як 

субстрату, штам синтезував органічні кислоти та знижував рН середовища та 

мобілізував нерозчинні Cu(OH)2↓ та Cu3(PO4)2↓ з утворенням Cu2+. 

Доведено високу ефективність іммобілізації Cu2+ за відновлення до 

нерозчинного Cu2O↓ а також осадження Cu2+ без зміни валентного стану 

неадаптованими до Купруму низькопотенціальними воденьсинтезувальним та 

метаногенним угрупованнями. Метаногенне угруповання іммобілізувало 100% 

розчинного Купруму(ІІ) за зброджування екологічно-небезпечних рослин 
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Pistia stratiotes L. протягом 3 та 10 діб за вихідної концентрації 100 та 200 мг/л Cu2+ 

відповідно. Обґрунтовано термодинамічними  розрахунками та експериментально 

підтверджено іммобілізацію Cu2+ метаногенним мікробним угрупованням двома 

шляхами – відновлення високопотенціального Cu2+ до нерозчинного Cu2O↓ 

внаслідок зниження мікроорганізмами редокс-потенціалу до – 300… – 320 мВ, а 

також осадження Cu2+ у формі CuS↓ сірководнем, що синтезують супутні 

метаногенам сульфат-відновлювальні бактерії. 

Воденьсинтезувальне мікробне угруповання швидко та ефективно 

відновлювало Cu2+ до Cu2O↓ у процесі зброджування твердих багатокомпонентних 

харчових відходів. Відновлення тривало всього 5 та 30 годин з ефективністю 99% 

та 99,5% за вихідної концентрації 50 та 100 мг/л Cu2+, відповідно. 

Теоретично обґрунтовано та підтверджено експериментально високу 

ефективність акумуляції рослинами іонів токсичних металів (Cu2+, Co2+, Ni2+, Cd2+   

CrO4
2‒) внаслідок їх стереохімічної аналогії з макроелементами (Ca2+, Mg2+, SO4

2– та 

ін.). У вегетаційних умовах доведено ефективність використання тютюну 

справжнього Nicotiana tabacum L. сорту Djubek для вилучення сполук зазначених 

металів з контамінованих ґрунтів за високої вихідної концентрації кожного з 

металів – 500 мг/кг ґрунту. Метали акумулювалися як у надземній, так і підземній 

частинах тютюну. Проте найбільше Кобальту, Хрому, Нікелю та Кадмію виявлено 

у листі (від 1705,8 ± 424,9 мг/кг до 11405,8 ± 1848,2 мг/кг АСМ рослин) а Купруму 

– у коренях (8491,6 ± 1241,2 мг/кг). Суміш трав’янистих рослин Agrostis capillaris 

L., Festuca pratensis Huds., та Poa pratensis L. також з високою ефективністю 

акумулювала Купрум та Хром за росту у контамінованому 50-200 мг/кг Cu(ІІ) та 

Cr(VI) ґрунті. Трава акумулювала Купрум та Хром у діапазоні від 299,2 ± 57,5 до 

497,7 ± 74,1 та від 282,7 ± 75,4 до 426,84 ± 55.4  мг/кг рослинної біомаси відповідно.  

Практичне значення отриманих результатів. За використання методу 

термодинамічного прогнозування теоретично обґрунтовано та експериментально 

підтверджено стійкість мікроорганізмів до розчинного Купруму(ІІ) у надвисоких 

концентраціях (1 моль/л Cu2+), що є перспективним для розробки біотехнологій 

очищення металовмісних стічних вод та ґрунтів. Доведено ефективність 
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застосування мікроорганізмів та рослин для очищення ґрунтів від Купруму. 

Обґрунтовано можливість створення інтегральних природоохоронних 

біотехнологій. Доведено, що вилучення розчинних сполук Купруму за рахунок 

одночасної реалізації декількох механізмів: відновлення Cu2+ до нерозчинного 

Cu2O↓, осадження екзометаболітами у вигляді Cu(OH)2↓, CuCO3↓ та CuS↓, а також 

накопичення Cu2+ мікробними клітинами. Резистентні та неадаптовані до Купруму 

мікроорганізми можуть бути використані для розробки промислових біотехнологій. 

Широка розповсюдженість купрумрезистентних мікроорганізмів у 

біогеоценозах є підґрунтям для пошуку та виділення промислово перспективних 

штамів. Регуляція метаболізму купрумрезистентних мікроорганізмів є підґрунтям 

для підвищення швидкості та ефективності вилучення металів зі стічних вод та 

ґрунтів. 

Геномні послідовності чотирьох штамів Pseudomonas, зареєстровані у 

DDBJ/ENA/GenBank, є доступними для вивчення молекулярно-біологічних 

механізмів стійкості та взаємодії з металами і можуть бути використані для 

розробки та оптимізації біотехнологій очищення металовмісних стічних вод та 

ґрунтів. 

Результати дисертаційної роботи впроваджені у навчальний процес для 

викладання дисциплін «Метаболізм мікроорганізмів» та «Агромікробіологія» в 

Інституті біомедичних технологій Університету розвитку людини «Україна» та 

дисциплін «Біологія клітини» та «Загальна мікробіологія і вірусологія» в Інституті 

екологічної безпеки, інженерії та технологій Національного авіаційного 

університету. 

Ключові слова: охорона довкілля, мікробні біотехнології, 

купрумрезистентні мікроорганізми, взаємодія мікроорганізмів з Купрумом, 

термодинамічне прогнозування, секвенування гену16S рРНК, Bacillus, 

Pseudomonas, повне секвенування геномів, біоінформатичний аналіз, генетичні 

детермінанти стійкості до Купруму, мікробні угруповання ґрунтів, фенотипові та 

генотипові властивості, метаболіти, мікроорганізми та рослини
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SUMMARY 

Havryliuk O.A. Spread of copper-resistant microorganisms and prospects of their 

application for environmental protection. –Qualifying scientific work on the rights of the 

manuscript. 

The Ph.D. thesis is submitted to obtain a PhD scientific degree – the doctor of 

philosophy on a specialty 091 «Biology» (09 – Biology). Zabolotny Institute of 

Microbiology and Virology of the National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 2022. 

Toxic copper compounds are one of the most spread and ecologically hazardous 

contaminants of the environment. They are released into the environment in the places of 

its deposits and as a result of human industrial and household activities. Environmental 

pollution with copper compounds has a detrimental effect on ecosystems. The most 

powerful sources of copper pollution are mining sites, as well as wastewater of industrial 

enterprises. Today, copper is one of the most widespread contaminants on the territory of 

agro-industrial countries, including Ukraine. Thus, the use of copper-containing pesticides 

to eliminate bacterial and fungal diseases of agricultural crops is widespread. 

Nowadays, the development of the effective methods of ecosystems purification is 

relevant for the preservation of the environment. The development of biotechnological, in 

particular, microbial methods of toxic copper detoxification is promising. These methods 

require the isolation and investigation of microorganisms that are resistant to copper in 

high concentrations and are able to interact with it (accumulate, reduce, precipitate, etc.). 

Screening ecosystems for the presence of such microorganisms and understanding their 

molecular and physiological mechanisms of resistance and detoxification of hazardous 

copper compounds are of priority importance for environmental protection. These 

knowledges are of fundamental interest to microbiologists, biotechnologists, and 

ecologists, and are necessary for the development of environmental protection 

biotechnologies for the purification of copper-containing wastewater and copper-

contaminated soils. 

Scientific novelty. The position of the thermodynamic prognosis about the 

possibility of growth and interaction of microorganisms with soluble copper(II) 

compounds at extremely high, one-molar (63546 mg/L) concentrations was confirmed 
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experimentally for the first time. The natural ecosystems of five geographical regions of 

the globe (Ukraine, Antarctica, the Arctic, Israel, and South America) were screened for 

the presence of copper-resistant microorganisms. Their wide distribution was shown and 

the quantitative parameters of resistance to toxic copper compounds were determined. It 

was determined that there are microorganisms in the studied samples of soil, clay and 

sand, resistant to copper in extremely high concentrations (1000 – 15500 mg/L) in a 

significant amount (from n×102 to n×104 CFU/g) during cultivation in the agar nutrient 

medium. Ten copper-resistant cultures of microorganisms were isolated and established 

that they immobilize soluble and mobilize insoluble copper compounds. Their taxonomic 

position, cultural-morphological and physiological-biochemical features were 

characterized. Nine new copper-resistant bacterial strains (Pseudomonas lactis UKR1, P. 

panacis UKR 2, P. veronii UKR 3 and UKR4, Staphylococcus succinus Cop98, Pantoea 

agglomerans Cop101, Bacillus mycoides Cop102, B. megaterium Cop99, B. velezensis 

Cop41) and 1 yeast strain (Rhodotorula mucilaginosa UKR5) were isolated capable to 

grow in the presence of 1 M or 63,546 mg/L Cu2+ in a liquid nutrient medium. 

For the first time, the genomes of the four strains of Pseudomonas lactis UKR1, 

P. panacis UKR 2, P. veronii UKR 3 and UKR4 resistant to 1 mol/L Cu2+ were sequenced. 

The ability of Pseudomonas lactis strain UKR1 to interact with copper compounds via all 

thermodynamically acceptable pathways (immobilization (accumulation in cells, 

reduction precipitation to insoluble compounds and precipitation without valency 

changing) as well mobilization) was shown. Genomic sequences of highly resistant strains 

of Pseudomonas lactis UKR1, Pseudomonas panacis UKR2, Pseudomonas veronii UKR3 

and Pseudomonas veronii UKR4 have been deposited in the DDBJ/ENA/GenBank 

database with bioproject accession number PRJNA565195 and genome accession 

numbers – VWXW00000000, VWXV00000000, VWXU00000000, VWXT00000000, 

respectively. Initial screening of the four genomes for genes encoding copper resistance 

mechanisms was shown the presence A, B, D proteins, copper-exporting ATPase copA3, 

copper chaperone copZ, as well as the two-component regulatory system cusRS. 

The effectiveness of Cu2+ immobilization by both strict aerobic and anaerobic 

microorganisms was compared. The ability of the unadapted to Cu2+ strict anaerobic 
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hydrogen-synthesizing strain Clostridium butyricum 92 to adapt and immobilize Cu2+ with 

the efficiency of 88,0–99.2% in the concentration range of 50–200 mg/L Cu2+ has been 

proven. However, the efficiency of Cu2+ immobilization by the highly resistant to copper 

P. lactis strain UKR1 was 18.0–76.8% at the initial concentration of 200 mg/L Cu2+. The 

high efficiency of Cu2+ immobilization by the unadapted to copper Clostridium butyricum 

strain 92 is determined by the high difference in redox potentials between the high-

potential Cu2+ cation (Eh = + 390 mV) and the low-potential microbial cells (Eh = – 300 

mV), which leads to the reduction of Cu2+ to Cu2О↓. On the contrary, this potential 

difference is insignificant in aerobic P. lactis strain UKR1. This strain reduced Cu2+ to 

insoluble Cu2О with much lower efficiency despite high resistance to copper, compared 

to anaerobic Clostridium butyricum strain 92. 

For the first time, the possibility of regulation of types of the microorganisms 

interaction with copper compounds was established on the example of P. lactis strain 

UKR1. It was shown that the types of microbial interaction with Cu2+ can be changed via 

the regulation of the nutrient medium composition and cultivation conditions. 

Microorganisms effectively immobilized Cu2+ during growth on LB protein medium due 

to the increase of pH to 9.3±0.2 at which Cu2+ precipitated, probably, in form of Cu(ОН)2, 

CuСО3. The strain UKR1 precipitated Cu2+ in the form of Cu(OH)2↓ in a mineral 

medium with soluble sodium citrate Сu2[NaC6H5O7] as the only source of carbon and 

energy due to the microbial degradation of citrate-chelator. The strain synthesized organic 

acids, decreased the pH of the medium and mobilized unsolvable Cu(OH)2↓ and 

Cu3(PO4)2↓ with Cu2+ formation as a result of glucose consumption.  

The high effectiveness of the copper immobilization via reduction to insolvable 

Cu2O↓ as well as precipitation of Cu2+ without valence changing by unadapted diversified 

hydrogen-synthesizing and methanogenic microbial communities has been proven. The 

methanogenic microbial community immobilized 100% of soluble copper(II) during 

methane fermentation of environmentally hazardous aquatic plants Pistia stratiotes L. for 

3 and 10 days at initial concentrations of 100 and 200 mg/L Cu2+, respectively. The 

immobilization of Cu2+ by methanogenic microbial community via two pathways was 

substantiated by thermodynamic calculations and experimentally confirmed: reduction of 
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Cu2+ to insoluble Cu2O↓ due to decrease of the redox potential of the culture liquid and 

precipitation of Cu2+ in the form of CuS↓ by hydrogen sulfide, synthesized by sulfate-

reducing bacteria associated with methanogens. 

The hydrogen-synthesizing microbial community fast and effectively reduced Cu2+ 

to Cu2O↓ in the process of the solid multicomponent food waste fermentation. The 

reduction lasted only 5 and 30 hours with the efficiency of 99% and 99.5% at initial 

concentrations of 50 and 100 mg/L Cu2+, respectively. 

The high efficiency of the toxic metals ions (Cu2+, Co2+, Ni2+, Cd2+, CrO4
2‒) 

accumulation by plants due to their stereochemical analogy with macroelements (Ca2+, 

Mg2+, SO4
2‒, etc.) has been theoretically substantiated and experimentally confirmed. The 

effectiveness of using tobacco Nicotiana tabacum L. variety Djubek for the removal of 

specified metals from contaminated soils at a high initial concentration of each metal – 

500 mg/kg soil has been proven in the vegetation conditions. Metals accumulated in both 

aerial and underground part of the tobacco. However, the most cobalt, chromium, nickel 

and cadmium were found in the leaves, (from 1705.8 ± 424.9 mg/kg to 11405.8 ± 1848.2 

mg/kg) and copper – in the roots (8491.6 ± 1241.2 mg/kg). A mixture of herbaceous plants 

Agrostis capillaris L., Festuca pratensis Huds., and Poa pratensis L. also accumulated 

copper and chromium with high efficiency during growth in contaminated by 50-200 

mg/kg Cu(II) and Cr(VI) soil. The grass accumulated copper and chromium in the range 

from 299.2 ± 57.5 to 497.7 ± 74.1 and from 282.7 ± 75.4 to 426.84 ± 55.4 mg/kg plant 

biomass, respectively. 

The practical significance of the results. The resistance of microorganisms to 

soluble copper(II) in ultrahigh concentrations (1 mol/L Cu2+) was theoretically 

substantiated and experimentally confirmed via the thermodynamic prognosis method, 

which is promising for the development of biotechnologies for the purification of metal-

containing wastewater and soils. The effectiveness of the application of microorganisms 

and plants for soil purification from copper has been proven. 

The possibility of the development of integrated environmental biotechnologies is 

substantiated. It has been proven that the detoxification of soluble copper compounds is 

due to the simultaneous implementation of several mechanisms: reduction of Cu2+ to 
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insoluble Cu2O↓, precipitation by exometabolites in the form of Cu(OH)2↓, CuCO3↓, and 

CuS↓, as well as accumulation of Cu2+ by microbial cells. 

The copper unadapted microorganisms can be used for the development of 

industrial biotechnologies. 

The wide distribution of copper-resistant microorganisms in the biogeocenoses is 

the basis for the search and isolation of industrially promising strains. Regulation of the 

metabolism of copper-resistant microorganisms is the basis for the fast and efficient metal 

removal from wastewater and soils. 

Genomic sequences of four Pseudomonas strains deposited in 

DDBJ/ENA/GenBank are available for the study of molecular-biological mechanisms of 

resistance and interaction with metals and can be used for the development and 

optimization of biotechnologies for the purification of metal-containing wastewater and 

soils. 

The results of the PhD thesis are implemented in the educational process for 

teaching the disciplines "Metabolism of microorganisms" and "Agromicrobiology" at the 

Institute of Biomedical Technologies of the Open International University of Human 

Development "Ukraine" (Kyiv, Ukraine) and the disciplines "Cell Biology" and "General 

Microbiology and Virology" at the Institute of Environmental Safety, Engineering and 

Technologies of the National Aviation University (Kyiv, Ukraine) 

Key words: environmental protection, microbial biotechnologies, copper-resistant 

microorganisms, interaction of microorganisms with copper, thermodynamic prognosis, 

16S rRNA gene sequencing, Bacillus, Pseudomonas, whole genome sequencing, 

bioinformatics analysis, genetic determinants of resistance to copper, soil microbial 

communities, phenotypic and genotypic properties, metabolites, microorganisms and 

plants.  
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Перелік умовних позначень 

 

 

КРМ – купрумрезистентні мікроорганізми 

Eh – редокс-потенціал 

МДК – максимально-допустима концентрація 

АСМ – абсолютно суха маса 

КУО – колоніє утворюючі одиниці 

СВМ – сульфатвідновлювальні мікроорганізми 

МПА – м’ясо-пептонний агар 

NA – Nutrienr agar (поживний агар) 

NB – Nutrient broth (поживний бульйон) 

LB – Lurie broth (бульйон Лурія) 

БХВ – багатокомпонентні харчові відходи 

ПАР  – 4-(2-пиридилазо) резорцин 

ЕДТА – етилендіамінтетраоцтова кислота 
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ВСТУП 

 

Актуальність. Сполуки токсичного Купруму є одними з найбільш 

розповсюджених та екологічно небезпечних забруднювачів [1, 2]. Вони потрапляють 

у довкілля як у місцях родовищ, так і внаслідок промислової та побутової діяльності 

людини [3, 4]. Це призводить до пригнічення розвитку природних екосистем та 

згубно діє на живі організми [2, 5]. Купрум у низьких концентраціях є необхідним 

мікроелементом [1], однак за концентрації вище 20 мг/кг у ґрунтах [6] набуває 

властивостей ксенобіотика і стає токсичним, екстремальним фактором для всього 

живого [2]. 

Найбільш потужним джерелом забруднення Купрумом є гірнично-видобувні та 

гірничо-переробні підприємства. Крім того, Купрум є одним з найбільш поширених 

забруднювачів на території агро-промислових країн, в тому числі України. Так, 

широко розповсюджено використання купрумвмісних пестицидів та фунгіцидів для 

боротьби з бактеріальними та грибковими захворювання овочів, фруктів, горіхів та 

сільсько-господарських культур [7]. Це призвело до накопичення Купруму у ґрунтах 

та підземних водах у високих концентраціях. У той же час, виявлено значне 

забруднення Купрумом урбанізованих територій майже всієї центральної та 

південно-східної України [5]. До поширених джерел забруднення Купрумом також 

належать стічні води промислових підприємств [8], а також місця родовищ та 

промислового видобутку [1, 9]. 

Пошук ефективних методів видалення Купруму з контамінованих 

біогеоценозів становить особливий інтерес для сучасної науки та промисловості. 

Найбільш розповсюдженими є фізико-хімічні методи видалення Купруму, такі як 

адсорбція, цементація, електродіаліз, фотокаталіз та мембранна фільтрація [8]. Однак 

ці методи є економічно затратними та екологічно небезпечними. Перспективною є 

розробка біотехнологічних, зокрема, мікробних методів знешкодження сполук 

токсичного Купруму [10-13]. Ці методи потребують мікроорганізмів, що стійкі до Сu 

у високій концентрації та здатні взаємодіяти з ним (накопичувати [12], відновлювати 

до нерозчинних сполук [14], осаджувати тощо). Скринінг екосистем на наявність 



  

21 
 

таких мікроорганізмів та розуміння їх молекулярних і фізіологічних механізмів 

стійкості та вилучення небезпечних сполук Купруму мають надзвичайно важливе 

значення для розробки методів біоремедіації довкілля. 

Враховуючи токсичність Купруму та його негативний вплив на функціонування 

природних екосистем, розробка природоохоронних біотехнологій очищення 

купрумвмісних стічних вод та забруднених Купрумом екосистем є важливим 

напрямком природоохоронної галузі. 

Мета і завдання досліджень. Дослідити поширення купрумрезистентних 

мікроорганізмів у біогеоценозах та охарактеризувати види їх взаємодії зі сполуками 

Купруму, що є перспективними для охорони довкілля.  

Для досягнення мети були поставлені наступні завдання: 

1. Теоретично обґрунтувати та експериментально дослідити можливість росту та 

взаємодії мікроорганізмів природних та техногенних біогеоценозів зі сполуками 

Купруму за їх надвисоких концентрацій; 

2. Визначити таксономічне положення та молекулярно-біологічні особливості 

купрумрезистентних ізолятів; 

3. Дослідити інтегральні види взаємодії мікроорганізмів зі сполуками 

Купруму(II): мобілізація, іммобілізація (акумуляція в клітинах, відновлення до 

нерозчинного оксиду Cu2O↓ або осадження без зміни валентності); 

4. Дослідити вплив сполук Купруму(II) на метаболічні параметри 

купрумрезистентних штамів та мікробних угруповань; 

5. Порівняти ефективність іммобілізації сполук Cu2+ аеробними та анаеробними 

мікроорганізмами. 

6. З’ясувати здатність рослин акумулювати Купрум та інші метали за росту у 

забруднених ґрунтах, а також оцінити роль асоційованих з рослинами 

мікроорганізмів для біоремедіації.   

Об’єкт дослідження – взаємодія мікроорганізмів зі сполуками двохвалентного 

Купруму. 
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Предмет дослідження  – здатність мікроорганізмів до детоксикації сполук 

двохвалентного Купруму. 

Методи дослідження. Робота базується на застосуванні мікробіологічних 

(визначення метаболічних параметрів культивування купрумрезистентних штамів і їх 

фізіолого-біохімічних властивостей), фізико-хімічних (визначення концентрації 

сполук Купруму у клітинах мікроорганізмів, тканинах рослин та культуральній 

рідині), біоінформатичних і статистичних (однофакторний дисперсійний аналіз з 

поправкою Бонфероні для визначення достовірності впливу Купруму на метаболічні 

параметри мікроорганізмів та рослин) методів. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше ізольовано та секвеновано 

геноми чотирьох штамів мікроорганізмів, що стійкі до сполук Cu2+ у надвисоких 

концентраціях (1 моль/л або 63546 мг/л). Вперше показано здатністість штаму 

Pseudomonas lactis UKR1 взаємодіяти зі сполуками Купруму усіма термодинамічно 

допустимими шляхами: іммобілізація (акумуляція в клітинах, відновлення до 

нерозчинних сполук та осадження у формі нерозчинних сполук без зміни валентного 

стану) та мобілізація. Вперше досліджено здатність неадаптованого до Купруму 

облігатно-анаеробного штаму Clostridium butyricum 92 іммобілізувати Cu2+ з 

ефективністю 88–100%. 

Результати. Вперше проведено скринінг природних екосистем п’яти 

географічних регіонів земної кулі (України, Антарктиди, Арктики, Ізраїлю та 

Південної Америки) на наявність купрумрезистентних мікроорганізмів. Показано їх 

широке розповсюдження та визначено кількісні показники стійкості до токсичних 

сполук Купруму. Виявлено, що у зразках ґрунту, глини і піску у значній кількості 

(від n×102 до n×104 КУО/г) присутні мікроорганізми, стійкі до Купруму у надвисоких 

концентраціях (1000 – 15500 мг/л) за культивування на агаризованому поживному 

середовищі. Виділено 10 купрум-резистентних культур мікроорганізмів і 

встановлено, що вони здійснюють як іммобілізацію розчинних сполук Купруму, так 

і мобілізацію нерозчинних сполук. Визначено їх таксономічне положення та 

охарактеризовано культурально-морфологічні та фізіолого-біохімічні ознаки. 
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Виділено 9 бактеріальних купрум-резистентних штамів (Pseudomonas lactis UKR1, 

P. panacis UKR 2, P. veronii UKR 3 і UKR4, Staphylococcus succinus Cop98, Pantoea 

agglomerans Cop101, Bacillus mycoides Cop102, B. megaterium Cop99, B. velezensis 

Cop41) та 1 штам дріжджів (Rhodotorula mucilaginosa UKR5), що здатні рости у 

присутності 1 моль/л, тобто 63546 мг/л Cu2+ у рідкому поживному середовищі. 

Вперше секвеновано геноми чотирьох штамів Pseudomonas lactis UKR1, 

P. panacis UKR 2, P. veronii UKR 3 і UKR4, що стійкі до 1 моль/л Cu2+ та показано 

здатність Pseudomonas lactis UKR1 взаємодіяти зі сполуками Купруму за усіма 

термодинамічно допустимими шляхами: іммобілізація (акумуляція в клітинах, 

відновлення до нерозчинних сполук та осадження без зміни валентного стану) та 

мобілізація. Геномні послідовності надстійких до Купруму штамів 

Pseudomonas lactis UKR1, Pseudomonas panacis UKR2, Pseudomonas veronii UKR3 

та Pseudomonas veronii UKR4 зареєстровані у базі даних DDBJ/ENA/GenBank з 

номером доступу до біопроєкту PRJNA565195 та номерами доступу до геномів – 

VWXW00000000, VWXV00000000, VWXU00000000, VWXT00000000 відповідно. 

Проведено початковий скринінг геномів, що показав наявність генетичних 

детермінант, які кодують стійкість до Купруму – білки А, B, D, купрум-експортуюча 

АТФаза copA3, мідний шаперон copZ, а також двокомпонентна регуляторна система 

cusRS. 

Порівняно ефективність іммобілізації Cu2+ облігатно аеробними та облігатно-

анаеробними мікроорганізмами. Доведено здатність неадаптованого до Cu2+ 

облігатно-анаеробного водень-синтезувального штаму Clostridium butyricum 92 

іммобілізувати Cu2+ з ефективністю 88,0–99,2% у концентраційному діапазоні 50 – 

200 мг/л Cu2+. Проте ефективність іммобілізації Cu2+ надстійким до Купруму 

штамом P. lactis UKR1 становила лише 18–76,8% за вихідної концентрації 200 мг/л 

Cu2+. Висока ефективність іммобілізації Cu2+ неадаптованим до Купруму штамом 

Clostridium butyricum 92 визначається великою різницею редокс-потенціалів між 

високо потенційним катіоном Cu2+ (Eh = + 390 мВ) та низько потенційними 

мікробними клітинами (Eh = – 300 мВ), що призводить до відновлення Cu2+ до 
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Cu2О. Навпаки, у аеробного P. lactis UKR1 така різниця потенціалів є незначною. 

Тому, незважаючи на високу резистентність до Купруму, цей штам зі значно 

меншою ефективністю відновлює Cu2+ до нерозчинного Cu2О порівняно з 

анаеробним Clostridium butyricum 92. 

Вперше встановлено можливість регуляції видів взаємодії мікроорганізмів зі 

сполуками Купруму на прикладі штаму P. lactis UKR1. Показано, що за зміни 

складу поживного середовища та умов культивування штам змінював види 

взаємодії з Купрумом. За росту на білковому середовищі LB мікроорганізми 

ефективно іммобілізували сполуки Cu2+ внаслідок підвищення рН до 9,3±0,2, за 

якого Cu2+ випадав, ймовірно, у осад у формі Cu(ОН)2, CuСО3. У мінеральному 

середовищі з розчинним цитратом Купруму Сu2[NaC6H5O7], як єдиним джерелом 

вуглецю та енергії, P. lactis UKR1 осаджував Cu2+ у формі Cu(OH)2↓ внаслідок 

мікробної деструкції цитратного радикала-хелатора. За споживання глюкози як 

субстрату, штам синтезував органічні кислоти та знижував рН середовища та 

мобілізував нерозчинні Cu(OH)2↓ та Cu3(PO4)2↓ з утворенням Cu2+. 

Доведено високу ефективність іммобілізації Cu2+ за відновлення до 

нерозчинного Cu2O↓ а також осадження Cu2+ без зміни валентного стану 

неадаптованими до Купруму низькопотенціальними воденьсинтезувальним та 

метаногенним угрупованнями. Метаногенне угруповання іммобілізувало 100% 

розчинного Купруму(ІІ) за зброджування екологічно-небезпечних рослин Pistia 

stratiotes L. протягом 3 та 10 діб за вихідної концентрації 100 та 200 мг/л Cu2+ 

відповідно. Обґрунтовано термодинамічними  розрахунками та експериментально 

підтверджено іммобілізацію Cu2+ метаногенним мікробним угрупованням двома 

шляхами – відновлення високопотенціального Cu2+ до нерозчинного Cu2O↓ 

внаслідок зниження мікроорганізмами редокс-потенціалу до – 300… – 320 мВ, а 

також осадження Cu2+ у формі CuS↓ сірководнем, що синтезують супутні 

метаногенам сульфат-відновлювальні бактерії. 

Воденьсинтезувальне мікробне угруповання швидко та ефективно 

відновлювало Cu2+ до Cu2O↓ у процесі зброджування твердих багатокомпонентних 



  

25 
 

харчових відходів. Відновлення тривало всього 5 та 30 годин з ефективністю 99% 

та 99,5% за вихідної концентрації 50 та 100 мг/л Cu2+, відповідно. 

Теоретично обґрунтовано та підтверджено експериментально високу 

ефективність акумуляції рослинами іонів токсичних металів (Cu2+, Co2+, Ni2+, Cd2+   

CrO4
2‒) внаслідок їх стереохімічної аналогії з макроелементами (Ca2+, Mg2+, SO4

2– та 

ін.). У вегетаційних умовах доведено ефективність використання тютюну 

справжнього Nicotiana tabacum L. сорту Djubek для вилучення сполук зазначених 

металів з контамінованих ґрунтів за високої вихідної концентрації кожного з 

металів – 500 мг/кг ґрунту. Метали акумулювалися як у надземній, так і підземній 

частинах тютюну. Проте найбільше Кобальту, Хрому, Нікелю та Кадмію виявлено 

у листі (від 1705,8 ± 424,9 мг/кг до 11405,8 ± 1848,2 мг/кг АСМ рослин) а Купруму 

– у коренях (8491,6 ± 1241,2 мг/кг). Суміш трав’янистих рослин Agrostis capillaris 

L., Festuca pratensis Huds., та Poa pratensis L. також з високою ефективністю 

акумулювала Купрум та Хром за росту у контамінованому 50-200 мг/кг Cu(ІІ) та 

Cr(VI) ґрунті. Трава акумулювала Купрум та Хром у діапазоні від 299,2 ± 57,5 до 

497,7 ± 74,1 та від 282,7 ± 75,4 до 426,84 ± 55.4  мг/кг рослинної біомаси відповідно.  

Практичне значення отриманих результатів. За використання методу 

термодинамічного прогнозування теоретично обґрунтовано та експериментально 

підтверджено стійкість мікроорганізмів до розчинного Купруму(ІІ) у надвисоких 

концентраціях (1 моль/л Cu2+), що є перспективним для розробки біотехнологій 

очищення металовмісних стічних вод та ґрунтів. Доведено ефективність застосування 

мікроорганізмів та рослин для очищення ґрунтів від Купруму. Обґрунтовано 

можливість створення інтегральних природоохоронних біотехнологій. Доведено, що 

вилучення розчинних сполук Купруму за рахунок одночасної реалізації декількох 

механізмів: відновлення Cu2+ до нерозчинного Cu2O↓, осадження екзометаболітами у 

вигляді Cu(OH)2↓, CuCO3↓ та CuS↓, а також накопичення Cu2+ мікробними клітинами. 

Резистентні та неадаптовані до Купруму мікроорганізми можуть бути використані 

для розробки промислових біотехнологій. 

Широка розповсюдженість купрумрезистентних мікроорганізмів у 
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біогеоценозах є підґрунтям для пошуку та виділення промислово перспективних 

штамів. Регуляція метаболізму купрумрезистентних мікроорганізмів є підґрунтям 

для підвищення швидкості та ефективності вилучення металів зі стічних вод та 

ґрунтів. 

Геномні послідовності чотирьох штамів Pseudomonas, зареєстровані у 

DDBJ/ENA/GenBank, є доступними для вивчення молекулярно-біологічних 

механізмів стійкості та взаємодії з металами і можуть бути використані для 

розробки та оптимізації біотехнологій очищення металовмісних стічних вод та 

ґрунтів. 

Результати дисертаційної роботи впроваджені у навчальний процес для 

викладання дисциплін «Метаболізм мікроорганізмів» та «Агромікробіологія» в 

Інституті біомедичних технологій Університету розвитку людини «Україна» та 

дисциплін «Біологія клітини» та «Загальна мікробіологія і вірусологія» в Інституті 

екологічної безпеки, інженерії та технологій Національного авіаційного 

університету.  

Особистий внесок здобувача. Усі теоретичні та практичні результати 

досліджень, що виносяться на захист, отримані автором самостійно. Пошук та аналіз 

джерел літератури для розкриття теми дисертаційного дослідження, виконані 

дисертанткою і відображені в публікаціях та в дисертації. Матеріали, опубліковані у 

співавторстві, мають пропорційний внесок здобувача. Права співавторів не 

порушено. У друкованих працях, опублікованих у співавторстві, автору дисертації 

належать – 8 статтей та один лабораторний практикум. Планування основних 

напрямків роботи, концепції, обговорення результатів і структури дисертаційної 

роботи здійснено із науковими керівниками – кандидатом біологічних наук 

Говорухою В.М та кандидатом хімічних наук, доцентом Марійчуком Р.Т., за що автор 

висловлює щиру вдячність. 

Апробація результатів дисертації. Основні положенння дисертаційної роботи 

були представлені на вітчизняних та міжнародних наукових конференціях: Молодь 

та сучасні проблеми мікробіології і вірусології» (Київ, 2018), «Youth and modern 
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problems of microbiology and virology» (Kyiv, 2019), «Youth and modern problems of 

microbiology and virology» (Kyiv, 2020), «Youth and modern problems of microbiology 

and virology» (Kyiv, 2021), the 3rd International Conference on Life Environmental 

Sciences and STEM Education «Smart Bio» (2019, Kaunas), the XVI International 

scientific conference for students and PhD students, dedicated to the 75th anniversary of the 

faculty of biology of Ivan Franko national university of Lviv and 90th anniversary from the 

birthday of prof. M.P. Derkach (2020, Lviv), XХI Міжнародна науково-практична 

конференція «Екологія. Людина. Суспільство» (Київ, 2020), IV Мiжнародна науково-

практична конференцiя, присвячена 15-рiччю кафедри бiотехнологiї Нацiонального 

авiацiйного унiверситету, the 15th International Young Scientists Conference «Biology: 

From a Molecule Up to the Biosphere» (2021, Kharkiv), the International Forum on Climate 

Change and Sustainable Development: «New Challenges of the Century» (2021, Mykolaiv). 

Публікації. Результати дисертаційних досліджень опубліковані у 19 

публікаціях: 8 статей у міжнародних та вітчизняних фахових виданнях, 10 тез 

доповідей та лабораторний практикум. Серед них – 5 статей, що індексуються 

міжнародною базою даних SCOPUS: 1 стаття у вітчизняному фаховому виданні та 4 

у міжнародних виданнях. Збірки матеріалів і тези доповідей: 4 – у вітчизняних і 6 – у 

міжнародних. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі вступу, 

огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, результатів експериментальних 

досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, а також висновків і 

додатків. Загальна кількість використаних джерел налічує 203 найменування. Зміст 

дисертації викладено на 222 сторінках друкованого тексту. Вона містить 62 рисунки, 

8 таблиць і 3 додатки. 
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1. РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Роль сполук Купруму у функціонуванні біогеоценозів 

Біодоступність металів у біогеоценозах змінювалася протягом еволюції 

біосфери. Базуючись на геохімічних моделях, показано, що більшість важких металів 

до появи кисневмісної атмосфери знаходилися в нерозчинній мінералізованій формі 

через високий вміст сірководню та вуглекислого газу в атмосфері у формі сульфідів 

та карбонатів відповідно. Розчинні іонні форми металів, в тому числі Купруму, 

з’явилися з появою кисневмісної атмосфери на планеті. Так, сполуки Купруму стали 

біодоступними для живих організмів внаслідок їх помірного окиснення киснем 

повітря. У процесі трансформації атмосфери анаеробні мікроорганізми адаптувалися 

до змін, їх білкові структури еволюціонували та виникали нові генетично-

детерміновані механізми стійкості мікроорганізмів до металів. Протягом останнього 

десятиліття відбувається активне вивчення еволюції купрумвмісних ферментів. Марк 

Соліоз, швейцарський вчений біохімік обґрунтував, що Купрум є біоелементом, який 

не використовувався як кофактор ферментів до утворення кисневмісної атмосфери. В 

анаеробному зоні біосфери Купрум перебував у відновленому стані Cu(I), а також у 

формі купрумвмісних мінералів, наприклад нерозчинного сульфіду – Cu2S↓. Після 

трансформації аноксигенної атмосфери в оксигенну, відбулося окиснення 

нерозчинного сульфіду Cu(І) до Cu2+, який є легкорозчинним у воді. Розчинність Cu2+ 

зробила його біодоступним та призвела до появи та подальшої еволюції 

купрумвмісних ферментів та купрум-чутливих регуляторів експресії генів. Дійсно, 

всі відомі купрумвмісні ферменти каталізують окисно-відновні реакції за участі 

кисню [15]. 

Купрум входить до складу продуктів харчування рослинного і тваринного 

походження. Наприклад, загальний вміст цього мікроелементу у картоплі 

коливається від 46,9±4,0 до 79,8±4,7 мкг/г, а у зразку сухого молока, придбаного у 

супермаркеті від 6,8±4,7 до 22,1±2,5 мкг/г [16]. Добова потреба людини у Купрумі 

становить 0,05 мг [17]. Він входить до складу простетичних груп ферментів, які 

відіграють важливу роль у окисно-відновних процесах. Проте, за більших 
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концентрацій, Купрум токсичний. У щурів спостерігалися симптоми гострої 

інтоксикації після введення 130 мг Cu/кг маси тіла [18]. Для людини токсичною є доза 

Купруму 1,2 мг/кг маси тіла [19]. Купрум посідає п’яте місце за токсичністю для 

ґрунтових бактерій, грибів та актиноміцетів. Більш токсичними є Аргентум, Ртуть, 

Хром і Кадмій [20]. Протягом останніх десятиліть досліджується гомеостаз у 

прокаріотичних та еукаріотичних організмів за наявності Купруму [21]. Для 

більшості хемоорганотрофних мікроорганізмів Купрум токсичний у діапазоні 

концентрацій Cu2+ від 0,6 мкг/л до 1 мг/л [22, 23]. У еукаріотів Купрум бере участь у 

дихальному ланцюзі під час переносу електронів, фотосинтезі, формуванні 

хлорофілу, метаболізмі сульфурвмісних амінокислот, білків та вуглеводів [21]. Білки, 

що містять Купрум, є важливими носіями електронів. У процесі еволюції, біосфера 

ставала більш окисною, тому організмам, що розвивалися в анаеробних умовах, 

довелося пристосовуватися до окиснювального пошкодження клітинних компонентів 

активними формами кисню (АФК). Ключовим ферментом, що присутній у більшості 

прокаріотів та еукаріотів та виконує функцію детоксикації активних форм кисню, є 

супероксиддисмутаза (СОД). Найбільш поширена форма цього ферменту містить 

іони Cu та Zn у редокс-центрі [21]. У організмі людини і тварин Купрум входить до 

складу білка церулоплазміну, який містить 6 атомів Купруму. В організмі людини і 

тварин він виконує ряд важливих функцій: має фероксидазну та антиоксидантну 

активність, а також переносить іони Купруму до клітинних ферментів (цитохром-с-

оксидази та ін.) [24]. Деякі молюски та членистоногі мають блакитну кров, оскільки 

їх дихальною молекулою є гемоціанін, купрум-зв’язувальний білок 3 типу, який синіє 

одразу після зв’язування з киснем [25]. 

У прокаріотичних мікроорганізмів Купрум входить до складу ферментів та 

білків, таких як аміцианін, псевдоазурин, азурин, нітрозоціанін, НАДH+ дегідрогеназа 

2, метанмонооксигеназа, нітратредуктаза, тирозиназа та ін. Наприклад, азурин 

(блакитний бактеріальний купрумвмісний білок) відіграє важливу роль в окисленні 

заліза у Thiobacillus ferrooxidans. Блакитний купрумвмісний білок Thiobacillus 

versutus є носієм електронів між метиламіндегідрогеназою та цитохромом c. 
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Метанмонооксигеназа, фермент, що каталізує перетворення метану в метанол у 

метанокислювальних мікроорганізмів Methylosinus cycloclaste та 

супероксиддисмутаза морського мікроорганізму Photobacterium leiognathi також 

містять атоми Купруму у редокс-центрах [26]. 

 

1.2 Термодинамічне підґрунтя типів взаємодії мікроорганізмів з Купрумом 

 

1.2.1 Застосування термодинамічних підходів у біотехнології 

Метод термодинамічного прогнозування базується на використанні діаграм 

Пурбе та рівняння Нернста [27, 28] для розрахунку окисно-відновних потенціалів 

хімічних реакцій, зокрема реакцій трансформації сполук Купруму. Рівняння Нернста 

пов'язує потенціал окисно-відновної електрохімічної реакції зі стандартним 

електродним потенціалом E’
0 [28]. Метою термодинамічних розрахунків є теоретичне 

обґрунтування можливості росту мікроорганізмів у присутності визначених 

концентрації токсичних металів, зокрема Купруму. Таким чином, термодинамічне 

прогнозування дозволяє прогнозувати можливість росту і життєдіяльності 

мікроорганізмів у присутності металів. Метод може використовуватися при 

плануванні експериментів для розрахунку оптимальних умов (рН та редокс-

потенціалу Eh) трансформації металів мікроорганізмами [29]. 

Діаграми Пурбе, рівняння Нернста та вихід вільної енергії Гіббса (ΔG0') лежать 

в основі розрахунків хімічної термодинаміки та електрохімії, що є розділами фізичної 

хімії. У 1945 р. Марсель Пурбе охарактеризував термодинамічні основи корозії 

металів [30]. У своїй роботі Пурбе описав новітній метод роботи з діаграмами 

рівноважного стану хімічних сполук, за якими можливе визначення редокс-

потенціалу та pH за яких метал або зазнає корозії або за яких корозія є неможливою. 

Найбільш ранні роботи Пурбе, а також «Атлас електрохімічних рівноваг у водних 

розчинах» [31], опублікований у 1974 р. є основою не тільки для хімічних, а також 

для біологічних досліджень. Діаграми Пурбе, що характеризують стабільність сполук 

металів у водних розчинах у координатах рН та Eh, використовують учені з усього 
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світу для оцінки стабільності сполук металів, дослідження механізмів хімічної та 

мікробіологічної корозії металів та розробки методів боротьби з нею, а також для 

прогнозування шляхів взаємодії мікроорганізмів з металами. У 1990 р. 

термодинамічний підхід застосовували для передбачення адгезії молочно-кислих 

мікроорганізмів до твердих субстратів, що базувалися на розрахунках вільних 

поверхневих енергій взаємодіючих фаз [32]. У 2000-х роках почали активно 

досліджувати термодинамічні параметри росту різних видів мікроорганізмів. Так, 

активно вивчалися термодинамічні параметри (ентальпія, ентропія, вільна енергія 

Гіббса) росту бактерій видів Bacillus cereus, Corynebacterium glutamicum, Escherichia 

coli, Klebsiella aerogenes та дріжджів Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, 

Zygosaccharomyces bailii тощо [33]. Термодинамічні дослідження є підґрунтям для 

оптимізації біотехнологічних процесів та визначають умови для підвищення їх 

ефективності [33]. Термодинамічні підходи застосовуються для дослідження 

термодинамічних параметрів біотехнологічних процесів біосорбції іонів токсичних 

металів. Так, було досліджено акумулцію Cu2+ видом Aspergillus niger. Було 

розраховано зміну вільної енергії Гіббса для біосорбції Cu2+ у температурному 

діапазоні 20 – 35 °C, що становила −18.97 кДж/моль. Показано, що процес біосорбції 

сполук Купруму є ендотермічним та спонтанним [34]. Діаграми Пурбе системи 

«метал-вода» використовували для вибору оптимальної схеми біологічного 

очищення контамінованих підземних вод в Україні. Так, термодинамічні основи 

біологічного очищення було вивчено на станції знезалізнення (м. Юзин, с. Юріївка, 

Київська обл.). На основі діаграм Пурбе було розроблено рекомендаційну 

документацію для оптимізації режиму роботи водоочисної станції. Було 

спрогнозовано оптимальні умови для життєдіяльності залізобактерій для очищення 

підземних вод з високим вмістом Феруму [35]. Термодинамічні розрахунки з 

використанням діаграм Пурбе застосовують для оптимізації гірничо-видобувних 

біотехнологій. Зниження вмісту Купруму у рудах, утилізація відходів та дефіцит води 

є критичними проблемами для промислового видобутку Купруму. Для компенсації 

дефіциту води під час видобутку міді, перспективним є використання морської води. 
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Морська вода містить катіони Na+, Mg2+, K+, Ca2+ та аніони Cl-, CO3
2- , SO4

2- тощо. Були 

використані діаграми Пурбе для визначення впливу температури, солоності, 

концентрації Cu2+, а також рН та Eh на технологічний процес видобутку руди. 

Зокрема визначено зони пасивації та корозії, а також вплив аніонів Br-, CO3
2, Cl- при 

збільшенні солоності морської води на утворення купрумвмісних сполук: 

CuCl2·3Cu(OH)2, CuCl, Cu2(OH)2CO3, CuCl3
2- та CuCl+ [36]. За допомогою діаграм 

Пурбе для системи Cu-Cl-CO3 показано, що підвищена концентрація хлориду сприяла 

утворенню нантокіту (при рН<6,3 та Eh = 180 мВ) у корозійних ямах труб (рис.1.1).  

 

Рис. 1.1 Вплив мікробної біоплівки на побутові системи мідних труб [37] 

 

За нейтральних pH та Eh ˃ +300 мВ у трубах відкладався мінерал малахіт - 

змішаний гідроксокарбіонат (Cu(OH)2×CuCO3). Таким чином, термодинамічний 

прогно дозволяє передбачити негативний вплив іонного складу водопровідної води 

та мікроорганізмів на якість систем водопостачання [37]. Було кількісно 

проаналізовано кінетичні та термодинамічні параметри процесу обробки металічного 

Купруму біомасою мікроорганізмів виду Thiobacillus ferrooxidans. Після обробки 

металу трансформація Феруму та Купруму відбувалася згідно реакцій: 

2Fe2+ + 0,5O2 + 2H+ = 2Fe3+ + H2O               (1.1) 

2Fe3+ + Cu0 = 2Fe2+ + Cu2+                                           (1.2) 

Згідно реакції 1.1 одночасно відбувається біогенне та мікробне окиснення 

Феруму мікроорганізмами виду T. ferrooxidans. Після цього металічна мідь 
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окиснюється Fe3+ з утворенням Cu2+. З метою подальшого концентрування Купруму 

за цією технологією реакційну суміш обробляють H2S, що призводить до підвищення 

концентрації H+ та іммобілізації Сu2+:  Cu2+ + H2S + CuS↓ + 2H+ [38]. 

Таким чином, термодинамічні розрахунки використовуються у хімічній та 

біотехнологічній галузях. Досліджено ряд механізмів стабільності токсичних металів 

у розчинах, проведено інтегральний аналіз біохімічних механізмів корозії металів 

(зокрема Купруму) та розроблено термодинамічні підходи для промислового 

вилучення Купруму та інших металів з металовмісних руд. 

 

1.2.2 Термодинамічне обґрунтування можливості росту мікроорганізмів у 

присутності Купруму у високій концентрації 

Концепція термодинамічного прогнозування взаємодії мікроорганізмів з 

металами-окисниками була запропонована О. Таширевим та Е. Галінкером та вперше 

опубліковано у 1994 році [39]. Концепція базується на таких положеннях [29]: 

1.Всі окисно-відновні метаболічні процеси, що здійснюються 

мікроорганізмами, можуть відбуватися лише в зоні термодинамічної стійкості води, 

що визначається величинами рН та редокс-потенціалу (Eh). Така зона обмежується 

діапазоном стандартних редокс-потенціалів – 414< Eо' < + 814 мВ. 

2. Мікроорганізми здатні відновлювати метали, якщо стандартний потенціал 

реакції відновлення металу знаходиться в межах термодинамічної стабільності води, 

а різниця потенціалів між донорною (мікроорганізми) та акцепторною системами 

(окиснені метали) становить щонайменше 100 мВ. 

3. Токсичний вплив металу на мікроорганізми залежить від величини редокс-

потенціалу розчину, яка визначається наявністю окисно-відновної системи, що 

утворена окисненою та відновленою формою металу [29]. Для прогнозування 

взаємодії мікроорганізмів з Купрумом необхідно розрахувати умови стабільності 

розчинних та нерозчинних споулук цього металу. Насамперед, необхідно взяти до 

уваги, що весь діапазон реакцій дисиміляторного метаболізму можливий лише у зоні 
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термодинамічної стабільності води. Межі термодинамічної стабільності води 

визначаються двома редокс-реакціями. 

Верхня межа стійкості води визначається зворотною реакцією окиснення 

оксигену води до молекулярного кисню: 2H2O = O2 + 4H++ 4ē (2O2- = O2 + 4ē); Eо'= 

+814 мВ. Нижня межа стійкості води визначається зворотною реакцією відновлення 

протону до молекулярного водню: 2H+ + 2ē = H2; Eо' = –414 мВ. У випадку, коли 

редокс-потенціал водного розчину перевищує + 814 мВ, кисень води є відновником і 

окиснюється до O2, а Eh збільшується до початкового значення –414 мВ. Якщо 

редокс-потенціал нижче –414 мВ, протон води має властивості окисника і 

відновлюється до H2, а Eh повертається до початкового значення, E′0  = –414. 

Таким чином, вода має властивості подвійного редокс буфера, який стабільний 

лише у діапазоні стандартних окисно-відновних потенціалів від –414 до +814 мВ [31]. 

Звідси випливає, що дисимляторний метаболізм мікроорганізмів, а також їх взаємодія 

зі сполуками Купруму, можлива лише у зоні термодинамічної стійкості води, тобто у 

діапазоні E′0  від –414 до +814 мВ (рис. 1.2). 

 

Рис. 1.2 Зони термодинамічної стабільності води та сполук Купруму: a - (H2O = O2 + 

4H+ + 4e, E′0 = + 814 мВ); b - (H2 = 2H+ + 2e, E′0 = –414 мВ); c - осадження Cu2+ у формі 

гідроксида Cu(OH)2↓ при рН ≥ 4.6. 
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Катіон Сu2+ є металом комбінованої дії. Він є одночасно як металом-замісником, 

так і металом-окисником [29]. Крім цього, катіон Cu2+ є стереохімічним аналогом 

Mg2+, вони мають близькі розміри іонних радіусів, біля 0,075 нм. Внаслідок цього 

токсичний Cu2+ активно поглинається клітинами і незворотно заміщує катіони 

металів у активних центрах ферментів енергетичного та конструктивного 

метаболізму, що здебільшого призводить до загибелі мікроорганізмів. Саме тому він 

є дуже токсичним металом [21, 26]. Катіон Сu2+ є також металом-окислювачем з 

високим значенням потенціалу, Eo (pH4,6) = +475 мВ. Тому, Cu2+ блокує реакції 

дисиміляторного метаболізму внаслідок відгалуження на нього потоку електронів як 

на акцептор, що також призводить до вкрай негативного результату [21, 26, 29]. 

Одним із факторів, що визначають токсичність Купруму, є високі значення редокс-

потенціалу (Eh) утворених ним окисно-відновних систем. 

Ріст мікроорганізмів у присутності окиснених сполук токсичних металів у 

високих концентраціях і взаємодія з ними теоретично допустимі, якщо редокс-

потенціал системи, утвореної металом, та її відновленою формою знаходиться 

всередині зони термодинамічної стійкості води. Загальноприйнятою є думка про те, 

що метали-окисники токсичні і пригнічують ріст мікроорганізмів [23, 40], оскільки 

утворені ними окисно-відновні системи характеризуються високими значеннями 

редокс-потенціалу (Eh). 

Редокс-потенціал (Ео') реакції відновлення катіону Купруму  

2Cu2+ + H2O + 2e = Cu2O↓ + 2H+ 

становить +440 мВ при рН=4,0 [29]. Отже, Eh реакції відновлення Купруму 

знаходиться в зоні термодинамічної стійкості води. Таким чином, відновлення 

катіону Cu2+ мікроорганізмами є теоретично допустимим. Оскільки редокс-потенціал 

системи, утвореної Cu2+ та її відновленою формою Cu2O↓, знаходиться в межах 

термодинамічної стійкості води, то допустимо існування мікроорганізмів, стійких до 

високих концентрацій цього металу-окисника до величин порядку 1 моль/л (рис. 1.3) 

[29]. 
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Рис. 1.3 Залежність величини редокс-потенціалу Сu2+ (Eh, мВ) від концентрації у 

розчині (моль/л і мг/л) в реакціях відновлення [29]. 

1.2.3. Термодинамічне обґрунтування шляхів трансформації сполук 

Купруму мікроорганізмами  

Термодинамічне прогнозування дозволяє визначити умови та продукти 

трансформації сполук Cu2+ мікроорганізмами. Нижче обґрунтовані такі теоретично 

припустимі види взаємодії мікроорганізмів із сполуками Купруму: акумуляція Cu2+ 

мікробними клітинами внаслідок стереохімічної аналогії Cu2+ та макроелементу Mg2+, 

іммобілізація (осадження сполук Купруму(ІІ) без зміни їх редокс-стану або 

відновлення до нерозчинного Купруму(І)), мобілізація (розчинення) нерозчинних 

сполук Купруму(ІІ). 

Одним з найбільш енергетично-вигідних механізмів є акмуляція Купруму 

мікроорганізмами і рослинами внаслідок стереохімічної аналогії Cu2+ та Mg2+. 

Стереохімічна аналогія – це рівність або близькість іонних радіусів хімічних 

елементів [39]. Іонний радіус Купруму та Магнію становить близько 0,075 нм. 

Акцепторні та транспортні системи мікроорганізмів та рослин “помиляються” і 

поглинають токсичний катіон Cu2+ разом з необхідним макроелементом Mg2+. 

Макроелементи - це іони, необхідні для метаболізму як мікроорганізмів, так і рослин: 

K+, Na+, Mg2+, Ca2+, SO4
2-, NO3

- та ін [39]. 

Мікробне відновлення розчинних сполук Купруму може здійснюватися шляхом 

відновлення Cu(II) до Cu(І) у формі нерозчинного оксиду Cu2O↓, мобілізації та 
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іммобілізації, а також активного транспорту всередину клітин внаслідок 

стереохімічної аналогії Cu2+ та макроелементом Mg2+ [39]. 

Одним із механізмів іммобілізації розчинних сполук Купруму є мікробне 

відновлення Купруму(II) до нерозчинного Купруму(І) у формі оксиду Cu2O↓ [39]. 

Термодинамічне прогнозування розглядає відновлення Купруму мікроорганізмами як 

бінарну редокс-реакцію. У цій реакції метаболічно активні мікроорганізми є 

донорною системою, а високопотенціальні сполуки Cu2+ - акцепторною системою. 

З огляду на рівняння Гіббса Go' = – n·F·(Eo'акцептор е – Eo'донор е) для анаеробних 

мікроорганізмів різниця редокс-потенціалів між донорною і акцепторною системами 

наступних реакцій становить – 41,01 ккал/моль: 

2Сu2+ + H2O + 2e = Cu2O + 2H+, E'
o = 0,475В при рН = 4,6. 

ΔG'
o= –2×23,067·(Eo'акцептор е – Eo'донор е) = –2×23,067·(0,475В– (– 0,414В) = – 

41,01 ккал/моль. 

Очевидно, що ефективність відновлення металу пропорційна різниці 

потенціалів між акцепторною та донорною системами. Звідси випливає, що 

мікроорганізми, що зменшують Eh до низьких значень здатні відновлювати Cu2+ з 

максимальною ефективністю. Відомо, що анаеробні воденьсинтезувальні бактерії 

створюють найнижчий окисно-відновний потенціал у середовищі культивування (Eo' 

= _ 414 mV), а отже є найбільш ефективними для мікробного відновлення Купруму 

(Cu2+):  

2H+ + 2e = H2                             Eo' = _ 414 mV. 

Очевидно, що різниця потенціалів у 889 мВ між донорною (мікроорганізми) 

та акцепторною (Сu2+) системами забезпечить якнайшвидше відновлення сполук Сu2+  

(рис. 1.4). Саме тому відновлення Cu2+ низькопотенційними облігатними анаеробами 

має бути швидким та ефективним. 
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Рис. 1.4 Донорно-акцепторна реакція відновлення Сu2+ облігатно-анаеробними 

мікроорганізмами. 

Отже, згідно термодинамічних (електро-хімічних) розрахунків, саме 

низькопотенційні облігатно-анаеробні мікроорганізми є найбільш ефективними для 

вилучення розчинних сполук Cu(ІІ) з розчинів за рахунок їх відновлення до 

нерозчинного Cu2O↓. Рівняння реакцій відновлення Cu2+ до Cu+ і Cu0 в координатах 

«pH-Eh» показано на Рис. 1.2. Відновлення сполук Cu2+ до Cu+ описується реакціями 

3, 5 і 6, а відновлення Cu2+ до Cu0 - реакціями 1 і 7. Реакції 2 і 4 описують відновлення 

сполук Cu+ до Cu0 (рис. 1.3). Окисно-відновний потенціал згаданих реакцій 

знаходиться всередині зони термодинамічної стійкості води (від –414 до +814 мВ). 

Отже, всі ці реакції є термодинамічно допустимими для мікроорганізмамів. Однак 

реакція відновлення Cu2+ до Cu2O↓ (5) є найбільш вірогідною та доступною для 

мікроорганізмів: 2Cu2+ + Н2О + 2е = Cu2O + 2Н+. 

Так, Cu2+ є високо розчинним і доступним для біохімічних реакції його 

відновлення. Крім того, значна різниця редокс-потенціалів (Ео' = 889 мВ) між 

акцепторною та донорною системами (Cu2+ та дегідрогеназами воденьсинтезувальних 

мікроорганізмів відповідно) призведе до швидкого відновлення Cu2+ до нерозчинного 

Cu2O↓ (рис. 1.4). Проте, мікроорганізми не здатні здійснювати ряд інших окисно-

відновних реакцій. Для реакцій 2 і 3 необхідні сильно кислі та непридатні для 

існування мікроорганізмів умови (рН не вище 1,0). Однак, реакція 1 також може 

здійснюватися мікроорганізмами. Стандартний редокс-потенціал реакції 1 становить 

+330 мВ, що також допускає мікробне відновлення Cu2+ до Cu0. Реакцію відновлення 
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Cu2+ до Cu0 може блокувати утворення проміжної сполуки, нерозчинного оксиду 

одновалентного Купруму Cu2O↓ (рис. 1.2, реакція 5):  

2Cu2+ + Н2О + 2е = Cu2O + 2Н+. 

Реакції 4, 6 і 7 (рис. 1.2) не можуть здійснюватися мікроорганізми, оскільки 

нерозчинні сполуки Купруму, такі як Cu(OH)2↓ та Cu2O↓, практично недоступні для 

мікроорганізмів. Швидкість та ефективність біохімічної реакції відновлення прямо 

пропорційні різниці редокс-потенціалів між акцепторною та донорною системами. 

Серед усіх мікроорганізмів найнижчий редокс-потенціал створюють анаеробні 

бактерії, що синтезують водень (2H+ + 2e = H2, Eo' = –414 мВ). Тому очевидно, що 

саме облігатно анаеробні мікроорганізми здатні забезпечити швидке та ефективне 

очищення купрумвмісних стічних вод за механізмом відновлення Купруму, що є 

найбільш термодинамічно вигідним. Діаграми та рівняння реакцій за Пурбе 

дозволяють прогнозувати взаємодію мікроорганізмів зі сполуками Купруму за 

шляхами їх як іммобілізації, так і мобілізації без зміни редокс-стану. 

Іммобілізація (тобто мікробне вилучення) сполук двохвалентного Купруму з 

розчинів можлива не тільки за його відновлення. По-перше, нетоксичний для 

мікроорганізмів та нерозчинний гідроксид двохвалентного Купруму Cu(OH)2↓ може 

випадати в осад завдяки біологічно опосердкованому підвищенню рН середовища до 

4,5-5,0 і вище внаслідок накопичення мікробних екзометаболітів (рис. 1.2, с). По-

друге, катіон Cu2+ може взаємодіяти з аніоном СО3
2- і утворювати нерозчинний 

карбонат Купруму CuСO3↓ в нейтральних та слабколужних умовах:  

Cu2+ + СО3
2- = CuСO3↓. 

Іншими процесами, що призводять до вилучення токсичних сполук Купруму 

з розчинів є денітрифікація, амоніфікація та сульфатредукція. За денітрифікації 

Нітроген(V) нітратів (N5+O3
-) відновлюється мікроорганізмами до газоподібного N2, 

тобто до Нітрогену(0), а у середовищі накопичуються лужні NH4
+, K+ або Na+. Як 

результат підвищується рН та осаджується гідроксид Купруму(ІІ): 

Cu2+ + 2OH– = Cu(OH)2↓. 
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Амоніфікувальні мікроорганізми також здатні осаджувати Cu2+. У процесі 

амоніфікації амінокислоти (наприклад, метіонін) розкладаються з утворенням NH3, 

NH4
+, CO3

2– та H2S: HOOC-(CH)NH2-CH2-HS  → H2 +CO2 +NH4
+ + NH3 + H2S 

Накопичення аміаку та іонів амонію у середовищі призводить до підвищення 

рН та осадження двохвалентного Купруму. В лужних умовах СО2 розчиняється у воді 

з утворенням карбонатів, які осаджують двовалентний Купрум з утворенням CuCO3↓, 

Cu(HCO3)2: Cu2+ + СО3
2– = CuСO3↓. 

Сульфатвідновлювальні мікроорганізми осаджують Cu2+ сірковднем згідно 

наступної реакції: 2Cu2+ + H2S
2– → Cu2+S2–↓ + 2H+ [41]. 

 Однак, сірководень також є низькопотенційним відновником (Eh = – 200 мВ) 

і тому він відновлює Cu2+ до нерозчинного оксиду Cu2O↓: 2Cu2+ + S2– → Cu2O↓ + S0. 

Таким чином, усі типи взаємодії мікроорганізмів зі сполуками двохвалентного 

Купруму можуть бути обґрунтовані методом термодинамічного прогнозування для 

ефективного очищення контамінованих стічних вод та ґрунтів від розчинних 

токсичних сполук Cu2+. 

 

1.3. Шляхи ушкоджуючої дії токсичних сполук Купруму 

Купрум у малих концентраціях є необхідним мікроелементом для 

функціонування живих організмів. Наприклад, добова потреба людини у Купрумі 

становить 0,5 мг [17]. Концентрація загального Купруму у свіжій воді зазвичай 

коливається в межах 0,5-50 мкг/л [42]. Однак, токсичність Купруму значно зростає 

починаючи з концентрації 2–4 мг/л [43]. Рівень токсичності сполук Cu залежить від 

його розчинності. У біогеоценозах Купрум може знаходитися у іонній формі, у 

вигляді осаду, а також комплексу з хелаторами, зокрема з органічними кислотами. 

Форма, в якій він знаходиться в навколишньому середовищі, визначає його 

токсичність для живих організмів, зокрема мікроорганізмів. Так, біодоступність і 

токсичність Купруму у навколишньому середовищі залежить від ряду факторів, таких 

як показник рН, редокс-потенціал (Eh), тип ґрунту, жорсткість води та вмісту 

органічних сполук [2]. У людини отруєння сполуками Купруму призводить до 
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поліорганної недостатності, включаючи внутрішньо-судинний гемоліз, ацидоз крові, 

печінкову та ниркову недостатність. 

Середня летальна доза Купруму (LD50) для щурів становить 300 мг/кг маси. 

Максимально-допустима безпечна концентрація Купруму у воді для риби барамунді 

(Lates calcarifer) становить 13–18 мкг/л [44].  При потраплянні в організм людини у 

кількості 1,2 мг Купруму на всю масу тіла Купрум викликає інтоксикацію, що 

проявляється у формі блювання та нудоти [19]. Хвороби Вілсона та Менкеса є 

генетично-детермінованими розладами, що пов’язані з Купрумом. Хвороба Вілсона 

викликана мутацією в гені ATP7B в хромосомі 13, що містить генетичну інформацію 

для ферменту АТФази Р-типу. У нормальних умовах АТФаза Ptype відповідає за 

транспорт Купруму з печінки до жовчі. Зазвичай накопичення Купруму відбувається 

у печінці, головному мозку, а також у нервовій тканині, а токсичність Купруму 

проявляється через відмову цих органів [44]. 

Купрум, як каталітично-активний метал, здатен впливати на численні 

метаболічні, функціональні та регуляторні шляхи у живих організмів. Механізм 

негативної дії металу полягає в інгібуванні роботи ряду ферментів – 

ацетилхолінестерази, сукцинатдегідрогенази протеаз, ліпаз, та глюкозидаз [44]. 

Купрум проявляє антибактеріальну, фунгіцидну та антивірусну активність [45]. 

Препарати, що містять Купрум, використовують у сільському господарстві як 

фунгіциди для боротьби з грибковими захворюваннями плодових дерев, особливо 

виноградної лози. Бордоська суміш CuSO4 та Ca(OH)2 або оксихлорид Купруму 

(Cu2(OH)3Cl або Cu(OH)2Cu(OH)Cl  ClCu2H3O3) часто застосовують для боротьби зі 

шкідниками у виноградниках [46]. 

Накопичення Купруму в сільськогосподарських ґрунтах призводить до 

підвищення їх фітотоксичності та поглинання сільсько-господарськими культурами. 

Негативний влив сполук Купруму на рослини проявляється у окислювальному стресі, 

пригніченні синтезу глутатіону, негативних змінах у структурі мембранних ліпідів, 

інгібуванні електронного транспорту у хлоропластах, синтезі вільних радикалів у 

мембранах та у перекисному окисленні ліпідів [47]. 
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Сплави Купруму є ефективними для використання як бактерицидних поверхонь 

у лікарняних закладах. Було проаналізовано геном резистентних до ванкоміцину 

патогенних штамів Enterococcus faecalis та Enterococcus faecium після впливу 

поверхні, що складається зі сплаву Купруму. Аналіз геномної та плазмідної ДНК 

бактеріальних клітин показав значне руйнування ДНК, що корелює з загибеллю 

клітин мікроорганізмів після дії Купруму [48]. Результати досліджень свідчать про те, 

що Купрум не є тільки генотоксичним металом, що призводить до загибелі клітин 

внаслідок пошкодження молекули ДНК. Основний механізм негативної дії Купруму 

– це незворотні пошкодження клітинної мембрани мікроорганізмів [45]. Купрум може 

брати участь у ряді хімічних реакцій, які призводять до утворення активних форм 

кисню (АФК). Реактивні гідроксильні радикали здатні генеруватися реакцією типу 

Фентона: 

Cu+ + H2O2 = Cu2+ + OH− + OH        (1) 

Синтез АФК може підсилюватися реакцією Габера-Вейса:  

H2O2 + OH = H2O +O2
− + H+  (2) 

H2O2 + O2 = O2 + OH− + OH  (3) 

Комплексні сполуки з Cu2+ здатні каталізувати ці реакції. Особливо токсичним 

Cu2+ є для молочно-кислих мікроорганізмів, що накопичують велику кількість H2O2 за 

метаболічних процесів. У мікроорганізмів виникають незворотні пошкодження 

клітин АФК, особливо надзвичайно реактивними гідрокси-радикалами OH−. 

Пошкодження клітин відбувається за участі різноманітних механізмів, таких як 

гальмування дихання, перекисне окислення ліпідів, або окисне пошкодження білків. 

Інший шлях ушкоджуюючої дії сполук Купруму проявляється у вичерпанні 

запасів відновленого глутатіону (Г-SH). Глутатіон (L-γ-глутаміл-L-цистеїніл-гліцин) 

– це трипептид, який існує як в окисненій (Г-S-S-Г), так і відновленій (Г-SH) формах. 

Він присутній у багатьох грамнегативних та грампозитивних груп мікроорганізмів. 

Надзвичайно важливою для організмів є відновлена форма глутатіону, що захищає 

SH-групи білків від окиснення. Захисний механізм полягає у тому, що оксинюється 

SH-група самого глутатіону, зберігаючи в активній відновленій формі SH-групи 
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білків. Під дією токсичних сполук Купруму, відбувається окислення відновленого 

глутатіону (Г-SH) з утворенням окисленої, димерної форми глутатіону (Г-SH): 

2Cu+ + 2H+ + O2
- = 2Cu2+ + H2O2         (4) 

2Cu+ + 2Г-SH = 2Cu+ + Г-S-S-Г + 2H+ (5). 

При цьому відбувається як вичерпання запасів відновленого глутатіону у 

мікробних клітинах, що є стратегічно-важливим протектором мікроорганізмів від 

окиснювальних стресів, так і підсилення синтезу H2O2, що у свою чергу призводить 

до утворення токсичних гідроксил-радикалів [15]. Нещодавні дослідження доводять, 

що основний механізм ушкоджуючої дії Купруму полягає у заміні кофактора Fe у 

залізо-сірчаних білках. Ці дослідження не виключають і інші механізми токсичності, 

що пов’язані з окисно-відновними властивостями Купруму (наприклад, летальне 

окисне пошкодження клітин). Однак, сучасні дослідження вказують на значне 

домінування механізму заміщення Fe2+, що зумовлює токсичність Cu2+  (рис. 1.5). 

 

Рис. 1.5 Механізми токсичної дії сполук Купруму: після потрапляння Cu2+ в клітину 

відбувається його відновлення до Cu+ та участь у реакціях типу Фентона з утворенням 

реактивних гідроксильних радикалів. Cu+ також окиснює SH-групи відновленого 

глутатіону (Г-SH), білків та сірковмісних амінокислот. В анаеробних умовах 
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комплекси глутатіон-купрум (ГS – Cu+ – SГ) є донорами Купруму для 

металоферментів. Домінуючий механізм токсичності – заміщення заліза із залізо-

сірчаних кластерних білків іонами Cu+ [15]. 

Після транспорту Cu(ІІ) в клітину, відбувається його відновлення до Cu(І) та 

зв’язування з сульфгідрильними групами білків, амінокислот та відновленим 

глутатіоном. Цей механізм був доведений на прикладі E. сoli, у якої першопричиною 

токсичного впливу Купруму було не утворення гідроксильних радикалів, а заміщення 

Феруму іонами Купруму у залізо-сірчаних кластерах ферментів [49]. Було показано, 

що залізо-сірчані білки IscU та IscA E. coli більш піддаються впливу Купруму в 

анаеробних умовах. В анаеробних умовах в клітинах накопичується надлишок Cu(І) 

що блокує залізо-сірчаний кластерний біогенез. Важливо, що білки, які не мають 

залізо-сірчаних кластерів (наприклад, фумараза С та цистеїн-десульфураза) в 

клітинах E. coli, не піддаються негативному впливу Купруму в аеробних та 

анаеробних умовах. Це вказує на те, що Купрум уражує залізо-сірчані білки в 

клітинах [50]. 

 

1.4. Механізми компенсації уражуючої дії Купруму 

 

1.4.1. Фізіолого-біохімічні механізми 

Мікроорганізми мають декілька молекулярних та фізіологічних механізмів їх 

адаптацію до токсичних сполук Купруму. До них належить накопичення генів 

стійкості, внутрішньоклітинна регуляція транспорту сполук Купруму, експорт та 

екструзія (відкачування) надлишкових іонів Купруму у процесах мембранного 

транспорту, синтез та зміна функціональної активності позаклітинних полімерних 

речовин (ППР), включаючи високомолекулярні сполуки – полісахариди, білки та 

нуклеїнові кислоти [51]. 

Процес детоксикації сполук Купруму в клітинах може відбуватися трьома 

шляхами: зменшення інтенсивності поглинання, посилений експорт іонів з клітини, а 

також секвестрація (зв’язуванні іонів Купруму специфічними компонентами клітини 
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в периплазматичному просторі). Секвестрація Купруму призводить до утворення 

його нетоксичних комплексів з пептидами або білками, що обмежують реакційну 

здатність та забезпечують його виведення з клітини. Секвестрація Купруму може 

здійснюватися спільно металотіонеїнами (МТ) [51] та фітохелатинами (ФХ). 

Знешкодження Купруму може здійснюватися на ферментному рівні, а також на 

рівнях транскрипції та трансляції [52]. 

За дії сполук Купруму відбувається адаптивний синтез полімерних речовин та 

адсорбція і зв’язування ними Cu2+, що зменшує його токсичну дію на клітини 

мікроорганізмів [53]. 

Було досліджено вплив Cu2+ на Acidithiobacillus caldus, що використовується у 

промисловості для біовилучення сполук Купруму з металовмісних мінералів [53]. 

Встановлено, що під впливом Cu2+ підвищувався вміст амінокислот (глутамінова 

кислота, гліцин, цистеїн), що задіяні у синтезі відновленого глутатіону (Г-SH). За 

активності системи глутатіону зменшувався рівень окисного пошкодження клітин та 

забезпечувалася регуляція синтезу та функціонування сірковмісних амінокислот. За 

дії Cu2+ підвищувалися активність антиоксидантних та пов’язаних з синтезом АТФ 

ферментів, а також проникність клітинної мембрани. Метаболічна активність 

бактеріальної сірки зростала на рівні транскрипції. Крім того, бактерії реагували на 

присутність іонів Купруму двокомпонентними генами, що відповідали за регуляцією 

та витік молекул Cu з клітинної мембрани [53]. 

У дріжджів та грибів було виявлено та досліджено ряд купрумзв’язувальних 

металтіонеїнів, експресія яких індукується сполуками Купруму [54]. У 2008 році було 

знайдено специфічний металтіонеїн у Micobacterium tuberculosis, який бере участь у 

зв’язуванні Купруму в бактеріальних клітинах та захищає клітини від його 

токсичного впливу [55]. Детоксикація Купруму у дріжджових клітинах відбувається 

також шляхом утвореннях металтіонеїнових комплексів з Купрумом.  Індукція 

металтіонеїну ScMT у Saccharomyces cerevisiae Купрумом здійснюється за 

допомогою купрумчутливого фактора транскрипції ACE1. Металтіонеїновий 

комплекс з Купрумом викликає конформаційну зміну ACE1, що призводить до 
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підвищення його спорідненості до послідовності активації у промоторі гена 

металотіонеїну та його посиленого синтезу у клітині [52]. 

Штам Pseudomonas stutzeri LA3, що був виділений з мідної шахти в Омані, 

здатен виділяти позаклітинні полімерні сполуки (білки та вуглеводи), що зв’язують 

токсичні іони Cu2+ [56]. 

 

1.4.2. Молекулярно-біологічні механізми 

Початок ХХІ століття ознаменувався активним дослідженням стійких до 

Купруму мікроорганізмів та їх промислово і екологічно перспективних властивостей. 

Використання металопротеоміки та сучасних біохімічних і біоінформатичних 

підходів дозволили виявити ряд генетичних детермінант стійкості до міді у 

мікроорганізмів. Вони включають сop гени та Cop білки (купропротеїни), що кодують 

чутливі до міді регулятори транскрипції, шаперони, транспортери, секвеструючі 

ділянки, які разом здатні утворювати комплексні системи стійкості до Купруму 

широкого спектру мікроорганізмів. Білки купропротеїни (Cop) локалізовані в 

мембрані, периплазмі або секретуються у позаклітинний простір, де вони 

контролюють рівень міді, запобігаючи її токсичному впливу на клітини 

мікроорганізмів [57]. Наприклад, CopA і CopB належать до родини АТФаз P-типу і 

з'єднують однонаправлений витік Cu+ з гідролізом АТФ. Тобто, вони беруть участь у 

виведенні іонів міді (Cu+, Cu2+) за межі клітинної мембрани [57–59]. Цитоплазма 

Pseudomonas aeruginosa містить регулятор транскрипції, чутливий до Cu+. Чутливий 

до Cu+ регулятор транскрипції разом із двома гомологічними металічними 

шаперонами CopZ1 та CopZ2 утворюють систему стійкості до міді, завдяки якій 

CopZ1 доставляє Cu+ до сенсора CueR, а CopZ2 функціонує як швидко реагуючий  Cu+ 

– секвеструючий зберігаючий білок [60]. У еукаріотичних мікроорганізмів також 

було виявлено молекулярно-генетичні системи, що детермінують їх стійкість до 

Купруму. Наприклад, звичайний ґрунтовий арбускулярний мікоризний гриб 

Rhizophagus nepravilis експресує два гени, що кодують транспортери Купруму, які 

належать до родини CTR, RiCTR1 та RiCTR2. Ці транспортери здійснюють імпорт 

https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D1%80%D0%B1%D1%83%D1%81%D0%BA%D1%83%D0%BB%D1%8F%D1%80%D0%BD%D0%B0_%D0%BC%D1%96%D0%BA%D0%BE%D1%80%D0%B8%D0%B7%D0%B0
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іонів міді в цитозоль, а CTR-білок RiCTR3A міститься у плазматичній мембрані і 

забезпечує стійкість клітин до Купруму [61]. Деякі з генів кодуються плазмідами, 

такими як copA у Sphingomonas sp. та Stenotrophomonas sp., що були ізольовані з 

забруднених міддю сільськогосподарських ґрунтів у центральному Чилі [62]. Інші 

закодовані у хромосомах, такі як cue та cus, що були виявлені у Escherichia coli [63]. 

 

         1.5. Біорізноманіття купрумрезистентних мікроорганізмів та межі їх 

стійкості до Купруму у природних та техногенних біогеоценозах 

Природні біогеоценози є джерелом диверсифікованих мікробних угруповань, 

що забезпечують замкнений кругообіг речовин та енергії [64]. Мікробні угрупування 

біогеоценозів належать до різноманітних фізіологічних і таксономічних груп циклів 

вуглецю, азоту, фосфору та сірки. Тому, з огляду на мікробне різноманіття, вони є 

перспективним «генетичним ресурсом» метал-резистентних (та зокрема 

купрумрезистентних) штамів, що можуть бути застосовані у біотехнологіях 

очищення металовмісних стічних вод та біоремедіації ґрунтів [2]. Зазвичай для 

створення таких біотехнологій виділяють окремі штами мікроорганізмів з екосистем 

«техногенних катастроф». Також використовуються методи генетичної 

трансформації для створення стійких до Купруму генетично модифікованих штамів. 

На сьогодні, найбільш розповсюдженим джерелом металорезистентних 

мікроорганізмів, зокрема купрумрезистентних, є техногенні екосистеми [12, 62, 65]. 

Однак, природні біогеоценози, що не піддаються впливу техногенного навантаження, 

також містять незліченну кількість мікробних угруповань та можуть слугувати 

найбільш доступним джерелом купрумрезистентних мікроорганізмів. 

До купрумрезистентних належать мікроорганізми різних фізіологічних і 

таксономічних груп. Найбільш розповсюдженими є аеробні та факультативно 

анаеробні КРМ. До них належать види Pseudomonas [66–71], Escherichia [72], 

Salmonella[72] , Enterococcus [73], Streptococcus [74], Bacillus [75]. Технологічно 

перспективні штами купрумрезистентних мікроорганізмів ізолюють із 

контамінованих Купрумом та іншими токсичними металами техногенних екосистем. 
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Так, з установки для очищення стічних вод очисної станції Гухесворі (Катманду, 

Непал) було виділено штам Pseudomonas spp., що резистентний до 300 мг/л Сu(II) 

[76]. Стійку до 390 мг/л Cu2+ Stenotrophomonas maltophilia було виділено з 

металовмісної річки Могпог [77]. Тридцять купрумрезистентних видів 

мікроорганізмів було виділено з ризосфери стійких до Cu2+ рослин, що виросли в 

місцях видобутку Купруму. Серед них Arthrobacter sp. HQN2, Bacillus sp. HQN25, 

Micrococcus sp. HQN42, Bacillus cereus BC21, Pseudomonas chlororaphis SZY6, 

Sphingomonas sp. YJ3 Microbacterium lactium YJ7 Acinetobacter sp. SWJ11, Rahnella 

aquatilis MT7 Arthrobacter sp. MT16, Microbacterium sp. JYC17, Azotobacter vinelandii 

GZC24  Arthrobacter sp. YAH2. Рівень їхньої стійкості коливався в межах 0,04 – 6,15 

мМ (6 – 390 мг/л) Cu2+ [78]. З ґрунту, забрудненого відходами гальванічного 

підприємства в м. Коїмбатур (Індія) було виділено мідьрезистентний штам Bacillus 

cereus KTSMBNL 81, що стійкий до Cu2+  у концентрації 400 мг/л [75].  

Два штами Escherichia coli та Salmonella sp. були ізольовані на курячій фермі. 

Штам Escherichia coli E308 був резистентним до 800 мг/л Cu2+. Вдвічі більшу 

стійкість до Купруму було виявлено у штаму Salmonella, що становила 1600 мг/л [72]. 

З уражених бактеріальним апікальним некрозом рослин манго, що вирощувалися у 

Сицилії (Італія) було ізольовано 24 штами фітопатогенних мікроорганізмів виду 

Pseudomonas syringae pv. syringae. Найбільш резистентні з них були стійкими до 

CuSO4 у концентрації 2,6-3,2 мМ (165 – 203 мг/л) [79]. 

Надвисока стійкість до Cu2+ була виявлена у ацидофільних штамів Thiobacillus 

ferrooxidans ATCC 19859 [80] та Acidithiobacillus ferrooxidans [70], що були стійкими 

до Cu2+ у концентраціях 30 000 мг/л та 51 000 мг/л відповідно. Наразі, це максимальна 

мікробна стійкість до Купруму, що була виявлена у мікроорганізмів. У роботі Orell та 

ін. представлено аналіз сучасних досліджень по вивченню термофільних 

купрумрезистентних мікроорганізмів, ізольованих з місць видобутку металів [70]. 

Вони включають бактерії (наприклад, Acidimicrobium ferrooxidans N39-30-03) та археї 

(Sulfolobus metallicus). Разом з іншими екстремофілами ці мікроорганізми існують у 

середовищах, де зазнають впливу Купруму у надвисокій концентрації, вище 100 мМ 
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Cu2+ (6354 – 51 000 мг/л). Оскільки ізольовані штами ацидофільних мікроорганізмів є 

надзвичайно стійкими до розчинних сполук Купруму, вони використовуються у 

промислових гірничовидобувних технологіях біологічного видобутку золота, міді з 

металовмісних мінералів [70]. 

Патогенні дріжджі виду Candida albicans є стійкими до 20 мМ (1270 мг/л) 

CuSO4. Вони мають на порядок більшу стійкість до Купруму, ніж хлібопекарські 

дріжджі Saccharomyces cerevisiae (12,7 мг/л) [81]. Високий рівень стійкості до сполук 

Купруму також показано на прикладі штаму Acidithiobacillus caldus, що 

використовувався для промислового біовилуговування халькопіриту з природних 

мінералів. Під дією Cu2+ у концентрації 1000-3000 мг/л у купрумрезистентних 

мікроорганізмів виду Acidithiobacillus caldus підвищувався внутрішньоклітинний 

рівень глутамінової кислоти, гліцину та цистеїну. Це стимулювало синтез глутатіону 

для стабілізації окисно-відновного стану та зменшення надмірного окисного стресу 

під дією токсичних іонів Купруму [53]. 

 

1.6. Джерела забруднення довкілля Купрумом  

Забруднення біогеоценозів токсичними металами є однією з найбільш 

актуальних проблем сучасності [82]. Забруднення призводить до зменшення 

родючості ґрунтів, руйнування природних екосистем та шкідливого впливу на 

здоров'я людини через циркуляцію та накопичення металів в харчових ланцюгах між 

мікроорганізмами, рослинами, тваринами та людьми [83]. Природні та антропогенні 

процеси є основними джерелами забруднення металами. До природних процесів 

належать ерозія та вивітрювання купрум-вмісних гірських порід [84]. До 

антропогенних належать промислова діяльність людини, переважно промисловий 

видобуток металів [9, 85] та використання металовмісних пестицидів та фунгіцидів 

для боротьби із інфекційними захворюваннями сільськогосподарських культур [7]. 

Потужним джерелом забруднення Купрумом у світі є промислові шахти 

видобутку міді. Високий рівень Купруму знаходиться в «хвостах» збагачення руди 

мідних шахт (штучні озера), де його концентрація досягає 1-2%. Серйозну небезпеку 
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для навколишнього середовища становить дренаж кислих гірських порід (Acid Mine 

Drainage, AMD), що являє собою відтік кислого металовмісного розчину з шахт 

видобутку металів. Кислий дренаж порід містить велику концентрацію Купруму та 

Феруму. Мікроорганізмами мобілізують металовмісні сполуки та спричиняють 

руйнування гірських порід екзометаболітами-органічними кислотами.  Це призводить 

до забруднення ґрунтів та ґрунтових вод металами. Тому більшість сучасних шахт з 

видобутку металів, хвости збагачення шахт та відвали гірських порід є зонами 

екологічних катастроф з високою концентрацію сполук металів, зокрема Купруму 

[86]. Мідна шахта «Dexing» (Китай, провінції Цзянсі) є наймасштабнішим родовищем 

міді серед усіх країн Азії. Концентрації Купруму у хвості збагачення цієї шахти 

становить 1109 мг/кг [87]. Близько 75% економічних прибутків Замбії (Південна 

Африка)  приносить видобуток мідної руди та виплавка міді [88]. У 2010 році Замбія 

посіла 7 місце за величиною видобутку Купруму (697 000 т). Інтенсивний 

промисловий видобуток Купруму у цій країні спричинив значні локальні та глобальні 

забруднення токсичними металами. Значного впливу зазнала р. Кафуе, найбільша з 

приток Замбезі, що тече через мідний пояс Замбії. Вміст Купруму в донних осадах р. 

Кафуе є значно вищим, ніж в інших забруднених річкових осадах усього світу [89]. У 

донних осадах річки, прилеглих до районів видобутку, вміст Купруму становить 

233 ± 5 мг/кг. Було виявлено, що значний вміст Купруму у річці призвів до масового 

вимирання різних видів риби тиляпії (Tilapia andersonii, T. rendalli, та нільська 

тиляпія Oreochromis niloticus) [90]. Руда найбільш потужної шахти видобутку 

Купруму «Konkola» у Замбії характеризується високим вмістом купрумвмісних 

мінералів, таких як халькопірит (CuFeS2), борніт (Cu5FeS4), халькоцит (Cu2S), малахіт 

(Cu2CO3(OH)2), псевдомалахіт ( (Cu5(PO4)2(OH)4). Залежно від місця видобутку 

концентрація Cu становить 12 237,3 ± 1746,9 мг/кг у хвостосховищі, 7411,7 ± 1317,5 

мг/кг у вскришній породі (породи, що утворюються після розкриття родовища і 

покривають поклади металовмісної руди) та 50,5 ± 3,8 мг/кг у ґрунтах прилеглих лісів. 

Забруднення хвостосховища токсичними металами відповідає такому 

концентраційному ряду: Cu ˃ Co ˃ Ba ˃ Ni ˃ As ˃ Zn ˃ Pb ˃ Cr ˃ V ˃ Cd [91]. Було 
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досліджено концентрацію Купруму у хвостосховищі мідної шахти та інших 

прилеглих сайтах Кілембе (західний регіон Уганди), а також у воді р. Нямвамба. Було 

виявлено високу концентрацію Cu у зразках, відібраних у хвості збагачення шахти. 

Концентрація Купруму в залежності від місця коливалася від 165 мг/кг до 10217 мг/кг 

[1]. 

Кольорова металургія також розвинена і в інших країнах, включаючи 

Сполучені Штати Америки, Казахстан та Україну. Жезказганський гірничо-

металургійний комбінат (Казахстан) переробляє близько 30 млн тон руди щороку. 

Основна продукція комбінату – катодна мідь чистотою 99,99 %. Як результат 

потужної діяльності гірничо-видобувної промисловості та скидання забруднених 

стічних вод в довкілля, Казахстан входить до переліку найбільш забруднених країн 

світу [92]. 

В Україні Волинський міднорудний район є найбільшим родовищем Купруму. 

Він має чотири рудні вузли – Горниківський, Кухотсько-Вольський, Рафалівський та 

Шепетилівський. Вміст Купруму в деяких рудах Волинських родовищ досягає 5%. 

Ресурс кожного з цих родовищ оцінюється у 5-7 млн тон Купруму [93]. Іншим 

потужним родовищем України є Криворізький залізорудний басейн (Кривбас). 

Видобуток та переробка залізних руд спричинили істотне забруднення прилеглих 

територій важкими металами. Було досліджено забруднені важкими металами ґрунти, 

прилеглі до гірничо-видобувних шахт Кривбасу та р. Інгулець. В деяких зразках 

концентрація Купруму досягала 102 мг/кг ґрунту. У воді річки виявлено високий 

вміст металів – Мангану, Хрому та Купруму. У період 2018-2019 роках концентрація 

Cu у воді зростала і досягала 0,012–0,017 мг/дм3 (12–17 ГДК) [94]. Більшість гірничо-

видобувних підприємств України мають хвостосховища, що призначені для 

тимчасового зберігання токсичних відходів. Фактично, вони є місцями необмеженого 

у часі зберігання купрумвмісних вод, оскільки методи їх очищення відсутні. 

Запорізький алюмінієвий комбінат, Дніпровський алюмінієвий завод, Східний 

гірничозбагачувальний комбінат (м. Жовті Води), Миколаївський глиноземний завод, 

Криворізькі гірничо-добувні комбінати, тощо, мають цілі системи цих гідротехнічних 
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споруд. Безперечно, гірничо-видобувні регіони України піддаються впливу 

техногенного навантаження. Ще одним джерелом забруднення токсичним Купрумом 

є промислові підприємства, токсичні побутові відходи та стічні води.  Так, 

концентрація Купруму у стічних водах Агартали (Трипура, Індія) становила 40 мг/л 

[95]. Стічні води гірничо-видобувного підприємства «ZIJIN Bor» (м. Бор, Сербія) по 

видобутку та плавленню міді також насичені Cu2+. Стічні води цього підприємства 

зливаються в відкритий кар’єр родовища «Cerovo» та «Блакитне озеро» накопичення 

«Cerovo». В залежності від місця відбору проб, концентрація Cu2+ у стічних водах 

становила 198 мг/л при pH = 1,89 та 1928 мг/л при pH = 3,68 [96].  

Тому, розробка технологій очищення контамінованих вод та відходів 

хвостосховищ, що будуть включені до технологічного циклу видобутку металевих 

руд, допоможе уникнути екологічної катастрофи та забезпечить ремедіацію 

контамінованих ґрунтів України та світу 

  

1.7. Сучасні технології знешкодження купрумвмісних стічних вод та 

біоремедіації контамінованих ґрунтів 

Токсичні сполуки Купруму містяться у стічних водах у високих концентраціях, 

оскільки широко застосовується у промисловості для конструювання електротехніки, 

покриття сталевих виробів, гравірування, виробництва гальванічного устаткування та 

пластику [97]. Купрум є дуже токсичним металом навіть у низьких концентраціях 

[40], тому стічні води промислових виробництв мають бути очищені перед їх 

викидами у навколишнє середовище. До широко вживаних методів очищення 

контамінованих стічних вод належать фізико-хімічні методи їх обробки: адсорбція 

[98], мембранна фільтрація [99], цементація [100], фотокаталіз та електродіаліз [101]. 

Перевагою методу адсорбції є можливість використання дешевих природних 

матеріалів, органічних та неорганічних відходів, штучних наноматеріалів та 

модифікованих полімерів в якості адсорбентів. Основними недоліками методу є 

зниження ефективності адсорбції з підвищенням концентрації Купруму, а також 

утворення вторинних екологічно-небезпечних відходів (сорбент, що насичений 



  

53 
 

Купрумом) [97]. 

Цементація – це гетерогенний процес при якому відбувається відновлення Cu2+ 

до металічного Cu0 за участі Феруму: CuSO4 + Fe = FeSO4 + Cu. 

Основним недоліком методу є залучення великої кількості Феруму до технологічного 

циклу та утворенням вторинного відходу – розчинного FeSO4 [97]. 

Зворотний осмос є одним з найбільш розповсюджених різновидів мембранної 

фільтрації. Його суть полягає у використанні високого тиску для пропускання 

контамінованих стічних вод крізь мембрану.. Головним недоліком цього методу є 

його висока вартість. 

Методи ремедіації контамінованих ґрунтів  поділяються на обробку ex-situ та 

in-situ [102]. До групи ex-situ належать методи солідіфікації, термічна вітрифікація, 

промивання ґрунту та геологічне захоронення [102, 103]. Ці методи є економічно 

затратними і не гарантують повного відновлення забруднених ділянок ґрунту [104]. 

Методи in situ є більш поширеними і не потребують спеціального обладнання для 

транспортування та ремедіації, але вони підходять лише для обробки невеликих 

ділянок забруднених ґрунтів. Вони включають закриття контамінованої поверхні, 

електрокінетичну екстракцію, промивання ґрунту, а також електричну вітрифікацію 

[102]. Метод солідіфікації включає стадії вилучення ґрунту із забрудненої ділянки, 

транспортування до очисного обладнання, скринінг на грубі частинки, та 

іммобілізацію Купруму зі зв’язуючою речовиною. 

Таким чином, існуючі фізико-хімічні методи є економічно затратними і 

залежать від концентрації Купруму у контамінованому середовищі. Протягом 

останніх десятиліть спостерігається підвищений інтерес до біологічних методів 

очищення стічних вод та ґрунтів, зокрема біоремедіації та фітобіоремедіації, які 

також належать до групи in-situ [102]. На противагу фізико-хімічним методам, вони є 

економічно-вигідними та екологічно безпечними. Дослідження методів біоремедіації 

розпочались у 90-х роках минулого століття [105, 106]. Біоремедіація ґрунтів in-situ 

може зменшити рівень забруднення донних осадів річок, ґрунтових та поверхневих 

вод, а також прилеглих сільськогосподарських угідь. Це призведе до відновлення 
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сталого функціонування природних екосистем в гірничо-видобувних районах. 

Біоремедіація може бути перспективною як самостійна технологія очищення 

контамінованих екосистем, так і у комплексі з фізичними та хімічними методами 

[105]. Однак кожен з вище перерахованих  підходів все ще вимагає подальших 

детальних досліджень для підвищення ефективності очищення контамінованих 

територій. Біоремедіація включає біоаугментацію, мікоремедіацію, ціаноремедіацію, 

біостимуляцію та фітобіоремедіацію. Остання базується на використанні рослин для 

вилучення токсичних металів, решта базуються на використанні мікроорганізмів як 

основних біотехнологічних агентів [107]. Ряд проведених досліджень свідчать, що 

рослини та мікроорганізми мають генетичний потенціал для вилучення важких 

металів із довкілля [108–110]. 

Таким чином, для розробки ефективних біотехнологій для біоремедіації 

навколишнього середовища існує необхідність застосовувати комплексні 

фітомікробні підходи, засновані на використанні як мікроорганізмів, так і рослин. 

  

1.8. Метаболічні шляхи взаємодії мікроорганізмів та рослин зі сполуками 

Купруму  

 

1.8.1 Акумуляція сполук Купруму 

Трансформація сполук Купруму у біогеоценозах здійснюється за участі як 

рослин, так і асоційованих мікроорганізмів ризосфери та ризоплани. Мікробні 

угруповання першими контактують та взаємодіють з металами при їх потраплянні в 

біотопи. В анаеробних умовах мікроорганізми синтезують органічні кислоти 

(хелатори металів), які збільшують рухливість Купруму у ґрунтах і активний 

транспорт у рослини. Рослини, як і мікроорганізми, здатні накопичувати розчинні 

форми Купруму разом з мікро- та макроелементами [111, 112]. Мікроорганізми здатні 

до детоксикації розчинних сполук Купруму декількома шляхами: накопичення 

(акумуляція) в клітинах, іммобілізація (відновлення до нерозчинного оксиду Cu2O↓ 

та осадження (біомінералізація) у вигляді нерозчинних, а отже нетоксичних сполук 
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Cu(OH)2↓, CuCO3↓та CuS↓). Протилежним видом взаємодії є мобілізація (розчинення) 

нерозчинних сполук Купруму мікробними екзометаболітами (органічними 

кислотами). У рослин домінуючим шляхом взаємодії є транспорт катіону або 

хелатованих сполук у тканини рослин. На підставі деяких досліджень можна вважати, 

що нижчі і вищі рослини також здатні мобілізувати сполуки Купруму, оскільки як і 

мікроорганізми вони синтезують органічні кислоти (оцтова, малонова, лимонна, 

молочна, фумарова та α-rетоглутарова) [113]. 

Відомо, що макроелементи необхідні для метаболізму рослин [114] і активно 

поглинаються їх транспортними системами [115]. За механізмом стереохімічної 

аналогії іони Купруму поглинаються системами спільного транспорту з 

макроелементами. Метали можуть існувати в ґрунті у формі дискретних частинок або 

бути асоційованими з різними компонентами ґрунту, включаючи вільні іони та 

розчинні комплексні сполуки. Сполуки Купруму можуть бути нерозчинними 

(карбонати, фосфати тощо) або  сорбованими на неорганічних поверхнях твердої фази 

ґрунту [108]. Оскільки мікроорганізми більш активно ніж рослини мобілізують 

нерозчинні сполуки Купруму, рослини у подальшому можуть легко вилучати їх із 

ґрунтів після мікробної мобілізації. Одним з найбільш розповсюджених шляхів 

вилучення металів рослинами є біоакумуляція. Біоакумуляція - це біохімічний 

механізм накопичення хімічних елементів у клітинних структурах організмів [116]. 

Цей механізм здійснюється шляхами іонообміну, фізичної адгезії, активного та 

пасивного транспорту всередину клітин внаслідок стереохімічної аналогії з 

макроелементами, а також зв’язуванням на поверхні клітин.  Як правило, іонообмін 

відіграє істотну роль у біоакумуляції завдяки електростатичним взаємодіям, що 

виникають між позитивним зарядом вільного іонну Cu2+ та негативним зарядом 

клітинної стінки мікроорганізмів [116]. У бактерій акумуляція металів обумовлена 

наявністю протонактивних функціональних груп, таких як карбоксильна, 

фосфорильна, гідроксильна, аміно- та сульфгідрильна групи, які можуть фіксувати 

катіони при депротонуванні [117]. 

За термодинамічними розрахунками одним з найбільш енергетично-вигідних 
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механізмів є акмуляція Купруму мікроорганізмами і рослинами внаслідок 

стереохімічної аналогії з макроелементами. Макроелементи - це іони, необхідні для 

метаболізму як мікроорганізмів, так і рослин: K+, Na+, Mg2+, Ca2+, SO4
2-, NO3

- та ін [39]. 

Стереохімічна аналогія – це рівність або близькість іонних радіусів хімічних 

елементів [39]. Катіон Cu2+ є стереохімічним аналогом Mg2+. Іонний радіус Купруму 

та Магнію становить близько 0,075 нм. Згідно стереохімічної аналогії акцепторні та 

транспортні системи мікроорганізмів та рослин помиляються і поглинають токсичний 

метал Cu2+ разом з необхідним макроелементом Mg2+. 

Вилучення токсичного Купруму з контамінованих ґрунтів, можна розглянути 

один з можливих шляхів їх біоремедіації за участі мікроорганізмів та рослин. Після 

потрапляння в ґрунт розчинних сполук Купруму частина іонів випадає в осад завдяки 

взаємодії з ґрунтовими компонентами. Наприклад, у нейтральному та слабко-

лужному ґрунтовому середовищі розчинний катіон Cu2+осаджується: Cu2+ + 2OH– = 

Сu(OH)2↓. Однак, коли ґрунт затоплюється, створюються сприятливі умови для 

розвитку анаеробних мікроорганізмів, що знижують рН внаслідок зброджування 

органічних субстратів до кінцевих продуктів (органічних кислот), які є хелаторами 

металів: C6H12O6 + 2H2O = 2CH3COO–  + 2H+ + 4H2 + 2CO2. 

Протони та органічні кислоти перетворюють гідроксид Купруму у розчинні 

сполуки: Сu(OH)2↓ + 2Н+ + Сu2+ + 2H2O та 2Сu(OH)2↓ + 2CH3COO–  = 2Сu(CH3COO)2 

+ H2O.  

Після цього рослини здатні активно їх накопичувати за механізмами 

стереохімічної аналогії з макроелементами. Варто зазначити, що трансформація 

сполук металів, зокрема Купруму, у ґрунтах не відбувається лише за одним 

метаболічним шляхом. Зазвичай, це інтегральний процес, що включає як, 

іммобілізацію, так і мобілізацію металів. Бактерії Bacillus cereus, Pseudomonas stutzeri 

[11], Cupriavidus gilardii [118] та мікроміцети Penicillium canescens [119], Aspergillus 

versicolor [120] здатні акумулювати метали у контамінованих ґрунтах. Наприклад, 

штам Cupriavidus gilardii CR3 здатен акумулювати 27% розчинного Купруму з 

купрум-вмісного поживного середовища [13]. Високу ефективність акумуляції 
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Купруму експериментально показано на прикладі штаму Pseudomonas stutzeri N5a. 

Він здатен вилучати 82% Cu2+ з середовища за її початкової концентрації 20 мг/л [11]. 

У роботі Sonawdekar та Gupt досліджено бактеріальний штам Bacillus cereus sys1, 

ізольований у забрудненому нафтою ґрунті району Тхане та Махараштрі (Індія). 

Показано, що він здатен акумулювати 90% Cu2+ з поживного середовища. За 

допомогою методів скануючої електронної мікроскопії (СЕМ) та енергетично-

дисперсійного рентгенівського аналізу (ЕДА) досліджено елементний склад поверхні 

клітин штаму Bacillus cereus sys1. Було встановлено, що за культивування у 

присутності 100 мг/л Cu2+ мікробні клітини містили від ваги біомаси: 7,29%; Cu 1,06% 

Na; 3,18% P; 0,9% K; 0,49% S, а Ca та Mg були повністю відсутніми [121]. З гірського 

ґрунту екосистеми Еквадору було виділено штам мідьрезистентних дріжджів Candida 

tropicalis RomCu5, що стійкий до Cu(ІІ) у надвисокій концентрації - 30 000 мг/л Cu2+. 

Штам RomCu5 не тільки стійкий до сполук Cu2+, а також здатен накопичувати їх 

всередині клітин [122]. Тому він є перспективним для використання у біотехнологіях 

очищення стічних вод від сполук токсичного Купруму. Штам Pseudomonas stutzeri 

LA3, що був ізольований з ґрунту покинутої мідної шахти у м. Ласаіл у північному 

Омані, здатен акумулювати 50% Cu2+ за початкової концентрації 50 мг/л. Штам 

акумулював 1,62 мг Cu2+/г абсолютно сухої біомаси [56]. 

Рослини також здатні акумулювати сполуки Купруму разом з необхідними 

макро- та мікроелементами. Рослини поглинають метали через канали, пори та 

транспортери в плазматичній мембрані кореневих клітин, проте більшість рослин 

акумулюють метали через корені внаслідок стереохімічної аналогії між життєво 

важливими макроелементами та токсичними металами (наприклад Mg2+ та Cu2+). Так, 

рослини тютюну (Nicotiana tabacum L.) були досліджені на предмет стійкості до 

різних абіотичних факторів. Рослини цього виду є стійкими до високих концентрацій 

солей, а також мають молекулярно-генетичні детермінанти активного транспорту 

мінералів у тканини рослин [123]. З огляду на свою стійкість до стресу та здатність 

накопичувати різноманітні іони, рослини Nicotiana tabacum L. є надзвичайно 

перспективними для фітобіоремедіації екосистем. Було показано, що рослини 
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Ocimum basilicum L. (васильок духмяний) здатні акумулювати 16 мкг/кг Cu у квітках 

[112]. Здатність до ефективної акумуляції металів, зокрема Купруму, була показана 

на прикладі рослин соняшника (Helianthus annuus L.)., що накопичували 75,3 мг/кг Cu 

у листі за початкової концентрації у контамінованому ґрунті 450 мг/кг. 

 

1.8.2. Мобілізація сполук Купруму 

Мікроорганізми можуть збільшити рухомість Купруму у ґрунті шляхом 

десорбції металовмісних нерозчинних мінералів, або шляхом розчинення 

синтезованими органічними кислотами. Існують три механізми мобілізації Купруму 

- це редоксоліз, ацидоліз та комплексоліз [124], пов’язані зі здатністю мікробів 

окислювати структурні елементи мінералів, знижувати рН ґрунту та збільшувати 

концентрацію хелаторів у розчинах відповідно. 

Редоксоліз. Процес редоксолізу металів полягає в його окисленні або 

відновленні у окисно-відновних реакціях. В результаті розчинність металу 

збільшується залежно від його виду та редокс-форми. До редоксолізу сполук Купруму 

здатні бактерії, які отримують енергію за трансформації твердофазних 

купрумвмісних мінералів у редокс-реакціях. Наприклад, сіркоокислювальні бактерії 

виду Acidithiobacillus розчиняють та окиснюють нерозчинний сульфід Cu2S, 

перетворюючи його у розчинний сульфат CuSO4 [110]. 

Ацидоліз. Опосередкований механізм мобілізації полягає у десорбції іонів 

Cu2+ органічними або мінеральними кислотами, що синтезуються мікроорганізмами. 

Наприклад, це має місце під час окислення Fe(II) до Fe(III) ферумокислювальними 

мікроорганізмами. Це широко застосовується у промислових процесах 

біовилуговування металів з металовмісних мінералів. Десорбція здійснюється 

внаслідок хелатування сорбованого Купруму мікробними екзометаболітами 

(органічними кислотами) [70]. Разом з Ферумом мобілізуються і інші метали, що 

присутні у мінералах. Мікроорганізми, що мобілізують ряд токсичних металів, 

можуть використовуватися для вилучення інших металів з руд. Так, екстремофільні 

металрезистентні бактерії (Acidithiobacillus ferrooxidans) та археї (Sulfolobus 
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metallicus) використовуються у промисловому біовилуговуванні сполук Купруму, 

Ауруму та інших металів [70]. Висока ефективність мобілізації спричинена сильно 

кислими значенням рН, внаслідок утворення сірчаної кислоти у великій концентрації. 

Ряд мікроорганізмів синтезують органічні кислоти, що знижують рН та підвищують 

ефективність мобілізації Cu. Так, мікроорганізми виду Bacillus megaterium здатні 

мобілізувати 6% Cu, а роду Acidithiobacillus – 84% Cu з забруднененої металами золи, 

що була отримана під час спалювання побутових відходів. Штами мікроміцетів 

Aspergillus niger та Penicillium simplicissimum мобілізують понад 65% Купруму. 

Мобілізація металів за ацидолізом перспективна для промислового отримання 

концентрату металів з відходів гальванічних підприємств [124]. 

Комплексоліз. Механізм також називають протон-індукованою 

солюбілізацією металів. Мікроорганізми здатні синтезувати комплексоутворюючі 

або хелатуючі агенти, що призводить до розчинення нерозчинних сполук металу. 

Комплекси утворюються на металевих поверхнях внаслідок обміну лігандами, 

поляризуючи критичні зв’язки та полегшуючи відрив металів від поверхні [124]. 

Ряд механізмів дозволяють рослинам мобілізувати та поглинати необхідні для 

росту елементи. Доступність металів до коренів рослин посилюється не лише 

екзометаболітами мікроорганізмів, що є біокаталізаторами цього процесу, а також 

власними екзометаболітами рослин, такими як фітохелатини (ФХ), органічні кислоти, 

амінокислоти та ферменти [125]. Багаті цистеїном фітохелатини та білки металотіоїни 

є найбільш відомими металозв'язувальними лігандами в рослинних клітинах [126]. 

Так, було досліджено 7 видів дерев, що ростуть у тропічних лісах Бразилії на їх 

здатність до фіторемедіації. Три з досліджених дерев – вид Cecropia, Myracrodruon 

urundeuva та Copaifera langsdorffi здатні до ефективної акумуляції сполук Купруму. 

Ці дерева накопичували близько 500 мг/кг Cu у коренях та стеблах [127]. Також було 

підтверджено, що рослини здатні синтезувати органічні кислоти та флавоноїди, що 

розчиняють та хелатують мінерали Феруму і, таким чином, мобіліють Купрум як 

«супутній» метал [128]. 
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1.8.3 Іммобілізація сполук Купруму 

Мікробна іммобілізація Купруму здійснюється двома шляхами – осадження та 

відновлення до нерозчинних сполук. В результаті мікробного синтезу накопичуються 

мікробні екзометаболіти, які осаджують або відновлюють метали до нерозчинних 

сполук через прямий контакт з клітинами мікроорганізмів або за рахунок їх взаємодії 

з мікробними екзометаболітами (PO4
3–, CO3

2–
 , S

2– тощо) [117]. 

Осадження або біомінералізація – це процес мікробної трансформації 

розчинних іонів, зокрема Cu2+ у нерозчинні карбонати (CuCO3↓), ортофосфати 

Cu3(PO4)2↓, гідроксиди (Сu(OH)2↓) та сульфіди (CuS↓) тощо. Іммобілізація сполук 

Купруму може здійснюватися за підвищення рН денітрифікуючуми, амоніфікуючими 

мікроорганізмами до лужних значень. Мікробне осадження металів карбонат-іонами 

CO3
2– використовується у технологіях біоремедіації ґрунтів. Так, сечовину та 

карбонат кальцію додатково вносили у середовище для індукції мікробного 

осадження Cu2+ у формі CuCO3↓. Внесення додаткових речовин у ґрунти з метою 

селекції потрібних фізіологічних груп мікроорганізмів називають біостимуляцією 

[129]. Внесення сечовини збільшувало ефективність іммобілізації Купруму за 

рахунок синтезу уреолітичних ферментів, що залужують середовище та осаджують 

карбонати. Ферменти уреази, що мають уреолітичні мікроорганізми, каталізують 

гідролітичне розщеплення сечовини з утворенням аміаку та вуглекислого газу: 

CH4N2O + H2O = CO2 + NH3 (pH = 9,0–11,0). 

Так, аміак і вуглекислота сприяють осадженню Cu2+ у формі карбонату 

Купруму, за рахунок підвищення рН. У лужних умовах, що стврюються іонами 

амонію, CO2 переходить в карбонат аніон CO3
2–, що осаджує Cu2+: 

 CO2→ CO3
2– (pH = 9,0) 

 Cu2++ CO3
2– → CuCO3↓. 

 В таких умовах було іммобілізовано понад 90% Cu2+ за його початкової 

концентрації у водному екстракті ґрунтової фракції 45,45 мг/кг до 1,55 мг/кг. Шляхом 

MiSeq Illumina секвенування було підтверджено переважання уреолітичних 

мікроорганізмів у дослідній фракції ґрунту (сечовина та 50 мг/кг Cu2+). Мікробне 
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угруповання складалося з Actinobacteria (56,63%),  Proteobacteria (13,62%), 

Acidobacteria (9,98%) та Firmicutes (7,54%) [129]. За відсутності або мінімальній 

концентрації хелаторів у середовищі культивування Cu2+ випадає у осад у формі 

Cu(OH)2↓ за значення рН 4,86 і вище [31]. Осадження Cu2+ у вигляді фосфату також 

можливе за участі купрумрезистентного мікробного штаму Rahnella sp. LRP3, 

ізольованого з контамінованого ґрунту. Штам здатний синтезувати ферменти фітазу 

та лужну фосфатазу, що розкладають фітинову кислоту з утворенням розчинних 

фосфат-іонів та підвищують рН середовища. При їх взаємодії з Cu2+ випадає 

нерозчинний осад фосфату Купруму Cu3(OH)3PO4. Так, за 5 діб у контамінованому 

ґрунті було іммобілізовано 61,5% Cu2+ [130]. 

Мікробні екзометаболіти, наприклад H2S, також здатні осаджувати Cu2+ у 

формі нерозчинних сполук. Наприклад, мікробне угруповання сульфат-

відновлювальних мікроорганізмів (СВМ) здатне осаджувати Cu2+ у вигляді CuS↓ у 

анаеробному сульфідогенному реакторі, що використовувався для очищення 

промислових стічних вод від сполук металів. СВМ відновлюють SO4
2- до H2S, що 

осаджує Cu2+ у формі нерозчинного сульфіду: 2Cu2+ + H2S → CuS↓ + 2H+ [131].  

Мікроорганізми роду Desulfuromonas іммобілізували Cu2+ у діапазоні 

концентрацій 1,74–10,41 мМ Cu2+ за рахунок синтезу H2S та його взаємодії з іонами 

Cu2+. Ефективність іммобілізації Cu2+ з утворенням CuS↓ досягала 97,3-100,0% [132]. 

Відновлення Cu2+. Іммобілізація Купруму шляхом відновлення може бути як 

специфічним, так і неспецифічним. Неспецифічне відновлення полягає у відновленні 

мікробними екзометаболітами. За термодинамічними розрахунками можливе також 

специфічне відновлення Купруму, за якого він може бути термінальним акцептором 

електронів з отриманням вільної енергії, доступної для мікроорганізмів (Gо0). 

Згідно термодинамічного прогнозу, відновлення сполук Купруму може відбуватися 

за наступною реакцією: 2Cu2+ + Н2О + 2е = Cu2O + 2Н+ [31]. При відновленні Cu2+ 

можуть утворюватися сполуки Cu(І), як розчинні Cu+, так і нерозчинні Cu+ОН↓, 

Cu2
+O↓. Редокс-потенціал відновлення Cu2+ до Cu2

+O становить +447 мВ при рН = 4,6. 

Тому Cu2+ до Cu2
+O здатні відновлювати, як анаеробні мікроорганізми, так і аеробні 
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мікроорганізми в стаціонарній фазі росту. Так, ΔEh для анаеробних мікроорганізмів 

становить 847 мВ, а для аеробних – 547 мВ [31]. 

На прикладі E. coli продемонстровано можливість відновлення Cu2+ до Cu+. 

Показано, що відновлення Cu2+ відбувалося під час потоку електронів через 

дихальний ланцюг за допомогою NADH-дегідрогенази-2 та хінонів. Це перший 

експеримент in vivo, що підтвердив участь компонентів дихального ланцюга у 

відновленні Cu2+ купрумредуктазою [14]. Відновлення Cu2+ також може відбуватися 

шляхом взаємодії з мікробними екзометаболітами. Досліджено роль позаклітинних 

полімерних речовин (ППР) бактеріальних щтамів Shewanella oneidensis MR-1, 

Bacillus subtilis та дріжджів Saccharomyces cerevisiae та їх окисно-відновного стану у 

відновленні Cu2+ в анаеробних умовах. Встановлено, що відновлення відбувалося 

близько 10 хв за участі цитохрому с та ППР (речовини з фенольними та амідними 

групами) досліджених мікроорганізмів [133]. Продемонстровано можливість 

відновлення Cu2+ до Cu+ автотрофними ацидофілами At. ferrooxidans та. At. caldus, яку 

культивували у присутності елементарної сірки S0 [134]. Понад 23 мг/л Cu2+ було 

вилучено за 24 години при початковій концентрації у середовищі 100 мг/л штамом 

Pseudomonas putida NA [12]. Охарактеризовано змішану культуру мікроорганізмів, 

що містила мікроорганізми родів Thiobacillus та Clostridium, здатна іммобілізувати 

Cu2+ шляхом відновлення до нерозчинного оксиду Cu2O↓. Ефективність відновлення 

становила 89-92% Cu2+ в діапазоні температур 20-35 °C [135]. 

Таким чином, ґрунтуючись на огляді літератури було визначено, що актуальними 

напрямами є: застосування принципів термодинаміного прогнозування для для 

обгрунтування можливості, необхідних умов та видів взаємодії мікроорганізмів зі 

сполуками Купруму, виділення промислово-перспективних мікроорганізмів та 

мікробних угруповань, що здатні взаємодіяти (мобілізувати та іммобілізувати) зі 

сполуками Cu2+ у широкому концентраційному діапазоні, розробка біологічних 

методів ремедіації контамінованих сполуками Купруму ґрунтів та стічних вод, 

дослідження молекулярно-біологічних детермінант стійкості та детоксикації сполук 

Купруму мікроорганізмами. 
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2. РОЗДІЛ 2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

2.1 Термодинамічні розрахунки для прогнозування взаємодії 

мікроорганізмів з сполуками Купруму та виділення купрумрезистентних 

мікроорганізмів 

Теоретичною основою для визначення шляхів взаємодії мікроорганізмів з 

сполуками Купруму слугував метод термодинамічного прогнозування з 

використанням рівнянь Нернста [28], Гіббса та діаграм і рівнянь рівноважних станів 

“метал-вода” за Пурбе [31]. Для прогнозування взаємодії мікроорганізмів та рослин з 

металами in vitro та in vivo використовували концепцію стереохімічної аналогії 

токсичних металів та макроелементів [39]. Для визначення редокс-потенціалів 

реакцій відновлення сполук Купруму використовували рівняння Нернста [28] при 

концентраціях окисненої та відновленої форм Купруму від 1.10-8 до 1 моль/л та 

температурі 25 °С: 

𝐸ℎ = Е0+ 
𝑅𝑇

𝑛𝐹
𝑙𝑛

[OX]

[RED]
,                                                                        (2.1) 

де Еh – редокс-потенціал реакції відновлення, В; Е0 – стандартний редокс-

потенціал, В; R – універсальна газова стала, 8.31 Дж/моль·K; Т – абсолютна 

температура у градусах Кельвіна, К; F –  постійна Фарадея, 96485,35 Кл/моль; n – 

кількість електронів, що беруть участь у реакції; [OX] та [RED] – концентрації 

окисненої (Cu2+) та відновлених (Cu2O, Cuo) форм Купруму відповідно. 

Здатність мікроорганізмів відновлювати сполуки Купруму визначали за зміною 

вільної енергії за рівнянням Гіббса (ΔG0') у бінарних донорно-акцепторних редокс-

реакціях: 

ΔG0' = –nFΔЕ0' = –n23,067ΔЕ0' (ккал/моль),  

ΔЕ0' = Е0A'  –  Е0D' (V),                                                                                                   
(2.2) 
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де n – кількість електронів, які беруть участь у редокс-реакціях, F – постійна Фарадея, 

ΔE0' – різниця потенціалів між акцептором і донором електронів. 

Зміну (або вихід) вільної енергії Гіббса розраховували для донорно-

акцепторних редокс-реакцій в процесі відновлення окиснених сполук Купруму 

мікроорганізмами. В цих реакціях донорами (Е0D') слугували метаболічно активні 

мікроорганізми, а акцепторами (Е0A') – сполуки Cu(ІІ). 

Використовуючи діаграми Пурбе розраховували поля стійкості сполук 

Купруму у координатах «рН – Eh» а також величин рН, що визначали іммобілізацію 

(осадження) та мобілізацію (розчинення) сполук Купруму. 

Ефективність акумуляції мікроорганізмами та рослинами іонів токсичних 

металів (Cu2+, Co2+, Hg2+, CrO4
2-, MoO4

2- та ін) та макроелементів прогнозували, 

використовуючи концепцію стереохімічної аналогії. Макроелементами є необхідні 

для мікроорганізмів рослин іони (K+, Na+, Ca2+, Mg2+, NH4
+, SO4

2- та ін.). Внаслідок 

близькості іонних радіусів іонів металів та макроелементів акцепторні та транспортні 

системи організмів «помиляються» та накопичують токсичні метали разом з 

макроелементами у клітинах та тканинах. 

 

2.2 Характеристика досліджуваних зразків 

Купрумрезистентні мікроорганізми виділяли з 9 природних біогеоценозів п’яти 

географічних зон Антарктики, Арктики, Мертвого моря (Ізраїль), середніх широт 

(України) та екваторіальної зони Південної Америки (Еквадор). Зразки збирали у 

стерильні пакети zip-lock та транспортували в контейнерах з сіллю та льодом (у 

співвідношенні 1:1) за температури –18… –9 оС. Зразки зберігали у холодильнику за 

температури –20 °С.  Вміст вологи у зразках визначали за різницею ваги зразку до та 

після висушування у сушильній шафі до постійної ваги. 
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Таблиця 2.1 – Характеристика зразків для скринінгу на наявність 

купрумрезистентних мікроорганізмів 

№ Регіон Біотоп Місце відбору зразків Характеристика 

зразку 

1 Арктика ґрунт Архіпелаг Свальбард Піщаний ґрунт 

темно-коричневого 

кольору 

2 
Антарктика 

 
ґрунт 

о. Десепшн Чорний ґрунт з 

дрібним камінням 

вулканічного 

походження 

3 
Антарктика 

 
ґрунт 

о. Галіндез Темно-коричневий 

ґрунт 

 

4 
Еквадор 

 
ґрунт 

регіон Папалакта Світло-коричневий 

ґрунт з рештками 

рослин 

5 Україна ґрунт 
Київська область, Київ Темно-коричневий 

ґрунт 

6 Україна  глина 
печера «Оптимістична» Світло-коричнева 

глина 

7 Ізраїль пісок 
Узбережжя Мертвого 

моря 

Світло-коричневий 

пісок 

8 
Україна  

 
палео ґрунт 

карстова печера 

«Атлантида» 

Чорний ґрунт з 

дрібним камінням 

9 
Україна  

 
глина 

карстова печера 

«Атлантида» 

Світло-коричнева 

глина 

10 Україна вода 

м. Київ, водогінна 

система Інституту 

мікробіології і 

вірусології ім. Д.К. 

Заболотного 

Прозора 

водопровідна вода 

11 Україна 

сорбент з 

фільтру для 

очищення 

води 

використаний фільтр 

для води фірми Ecosoft 

Пористий твердий 

сорбент сіро-

чорного кольору 

12 Україна 

ґрунт-

субстрат, 

забруднений 

Купрумом  

Штучно забруднений 

Купрумом ґрунт 

Чорний поживний 

субстрат для 

вирощування рослин 
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Мікроорганізми, стійкі до Cu(II), були виділені зі зразків природних та 

техногенних екосистем за їх здатністю рости на агаризованому поживному 

середовищі (NA, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Індія) та агаризованому мінеральному 

середовищі з концентраційним градієнтом Cu(II) у діапазоні концентрацій від 100 до 

15 000 мг/л. 

2.3 Приготування концентрованих розчинів Купруму  

Розчини Купруму у концентрації 63,546 г/л Cu2+ (1 моль/л) готували 

розчиненням СuSO4·5H2O у дистильованій воді. Концентрацію Купруму у розчині 

розраховували у перерахунку на катіон Cu2+ за коефіцієнтом перерахунку. Коефіцієнт 

перерахунку визначали як відношення молекулярної маси кристалогідрату 

СuSO4·5H2O (249,612 г/моль) до атомної маси Купруму (63,546 г/моль). Для цього 

використовували формулу k = Mr(СuSO4·5H2O):Ar(Cu). Для приготування 100 мл 

розчину цитрату Купруму 24,96 г СuSO4·5H2O розчиняли у 50 мл дистильованої води. 

Після цього додавали 12,7 г сухого трьохзаміщеного натрію цитрату та перемішували 

до повного розчинення. Розчин мав рН = 3,4 і тому його нейтралізували за допомогою 

Na2CO3 до рН=7,0. Отриманий розчин вносили у колбу Мора об’ємом 100 мл та 

доводили об’єм до мітки дистильованою водою. Для приготування розчину сульфату 

міді 24,96 г СuSO4·5H2O розчиняли у 50 мл дистильованої води, вносили у колбу Мора 

(100 мл) та доводили об’єм до мітки дистильованою водою. Розчин мав рН = 3,2. 

Розчини стерилізували кип’ятінням на водяній бані протягом 30 хв у герметично 

закритих флаконах. 

 

2.4 Приготування селективних купрумвмісних поживних середовищ  

Для виділення купрумрезистентних мікроорганізмів (КРМ) готували поживні 

селективні середовища з концентраційним градієнтом Cu2+. Купрумрезистентні 

мікроорганізми культивували у рідких та на агаризованих поживних середовищах NA 

(HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Індія), мінеральному вуглеводвмісному середовищі, 

агарі Мюллера-Хінтона (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Індія), а також середовищах 
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на основі дріжджового екстракту та гідролізату казеїну. У середовищах створювали 

концентраційний градієнт Cu2+ у двох модифікаціях двовалентного Купруму. Перша 

модифікація містила катіон Сu2+, хелатований трьохзаміщеним цитратом натрію 

(приготування див. у підрозділі 2.3). У другій модифікації середовища Купрум 

вносили у вигляді сульфату СuSO4 без додавання хелаторів. Концентрацію Купруму 

у середовищі розраховували по катіону Cu2+, використовуючи коефіцієнт 

перерахунку. Об’єм концентрованого розчину Сu2+, який необхідно внести в поживне 

середовище для отримання визначеної концентрації, розраховували за наступною 

формулою: 

А = (С1 × V) : С2, 

де А – об’єм концентрованого розчину Купруму, мл; С1 – концентрація сполуки, 

яку необхідно отримати у заданому об’ємі поживного середовища, мг/л; V – об’єм 

поживного середовища, у якому необхідно отримати необхідну концентрацію 

Купруму, мл; С2 – вихідна концентрація концентрованого розчину Купруму, мг/л. 

Середовище NB (Nutrient Agar) та NA (Nutrient Agar).  Для приготування 1 л 

поживного бульйону 28 г порошку середовища NB (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., м. 

Мумбаї, штат Махараштра, Індія) вносили у колбу та розчиняли у 972 мл 

дистильованої води, після чого кип’ятили та стерилізували автоклавуванням за 

температури 121 °С протягом 15 хв. Для отримання агаризованого середовища 

додатково вносили 20 г агару перед кип’ятінням. Розчин Купруму вносили у колбу 

перед розливом у пробірки або у чашки Петрі. 

Мінеральне вуглеводвмісне середовище. Мінеральне середовище 

використовували для культивування купрумрезистентних мікроорганізмів у 

присутності нехелатованого катіону Cu2+. Для приготування мінерального 

середовища використовували наступні мінеральні та органічні компоненти (г/л): 

NH4Cl – 1,0; Na2SO4 – 0,5; K2HPO4 – 0,5; Глюкоза – 10,0. Концентровані розчини солей 

та вуглеводів готували окремо і змішували безпосередньо перед посівом 

мікроорганізмів. Для отримання агаризованого середовища додатково вносили 20 г 
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агар-агару перед кип’ятінням. Розчин Купруму вносили у колбу перед розливом у 

пробірки або на чашки Петрі. 

Поживне середовище з 1 моль/л Cu2+. Для приготування селективного 

середовища з Cu2+ у надвисокій концентрації (1 моль/л або 63546 мг/л) 

використовували концентроване середовище NB. Оскільки для досягнення 

одномолярної концентрації Cu2+ у середовище необхідно було вносити великий об’єм 

концентрованого розчину, поживне середовище також концентрували. Зважували у 

чотири рази більше поживного порошку, ніж вказано в інструкції виробника. 

Наприклад, для приготування 1 л середовища зважували 112 г порошку NB замість 

28 г. 

Для приготування 1000 мл середовища з одномолярною концентрацією Cu2+ 

(1 моль/л) до 750 мл розчину Cu2+ (1,333 моль/л = 84730 мг/л) вносили 250 мл 

концентрованого NB. Кінцева концентрація Cu2+ у 100 мл такого середовища 

становила 1 моль/л або 63 546 мг/л. За таких умов Купрум знаходився у формі 

розчинного катіона Cu2+ та не випадав у осад. 

Як інше поживне середовище, в якому Cu2+ у концентрації 1 моль/л не випадав 

у осад, використовували мінеральне середовище з додаванням дріжджового 

екстракту. Для приготування цього середовища з одномолярною концентрацією Cu2+ 

попередньо готували концентрат поживного середовища наступного складу (г/л): 

NH4Cl – 10,0; Na2SO4 – 10,0; K2HPO4 – 5,0; глюкоза – 100,0; дріжджовий екстракт – 

50,0. До 10 мл поживного концентрату вносили 90 мл водного розчину Cu2+ з 

концентрацією 70,6 г/л. Кінцева концентрація Cu2+ у 100 мл середовища становила 

63,546 г/л або 1 моль/л. За таких умов Cu2+ не осаджувався. Таким чином, отримували 

купрумвмісне середовище наступного складу (г/л): NH4Cl – 1,0; Na2SO4 – 1,0; K2HPO4 

– 0,5; Глюкоза – 10,0; дріжджовий екстракт – 5,0; Cu2+ – 63,546. 

 

2.5 Аналітичне визначення сполук Купруму 

Для дослідження закономірностей стійкості та взаємодії мікроорганізмів зі 

сполуками Купруму проводили їх кількісне та якісне визначення. Концентрацію 
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сполук Купруму визначали у культуральній рідині під час росту купрумрезистентних 

мікроорганізмів для дослідження їх здатності вилучати Cu2+ з розчинів. 

Колориметричне визначення Cu2+ у концентраційному діапазоні 0,5-7,0 мг/л. 

Для аналітичного визначення концентрації Cu2+ у культуральній рідині, зразки 

вносили у еппендорфи та центрифугували протягом 10 хв у режимі 7000 об/хв (2680 

g) на лабораторній міні-центрифузі EZee D1008. Після цього у пеніциліновий флакон 

вносили 0,5 мл супернатанту, 1,5 мл дистильованої води, 0,053 мл розчину 

азобарвника 4-(2-піридилазо)резорцину (0,5%, ПАР) [136]. Як контроль 

використовували супернататант культуральної рідини без металів. Оптичну густину 

досліджуваного розчину вимірювали колориметрично за λ=490 нм у кюветі з 

довжиною оптичного шляху 5 мм. Концентраційний діапазон для визначення – 0,5-7 

мг/л Cu2+. Калібрувальна крива для колориметричного визначення концентрації Cu2+ 

зображена на рис. 2.1. 

 

Рис. 2.1 Калібрувальна крива для фотоколориметричного визначення 

концентрації Купруму за допомогою ПАР 

 

Концентрацію Cu2+ визначали за формулою:  

[Cu2+] = 22,497 × X + 0,4515, 

де X – оптична густина розчину при λ = 490 нм. 

y = 22,497x + 0,4515

R² = 0,9811
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Визначення Cu2+ у концентраційному діапазоні 25-3000 мг/л проводили 

методом титрування замісника [122]. Для видалення мікроорганізмів з культуральної 

рідини зразки центрифугували протягом 10 хв у режимі 7000 об/хв на лабораторній 

міні-центрифузі EZee D1008. У пробірки вносили 2,0 мл супернатанту досліджуваної 

проби, 0,1 мл 0,1% водного розчину ПАР. В результаті утворювався комплекс Cu2+ з 

ПАР червоного кольору. Далі розчин послідовно титрували водним розчином 

етилендіамінтетраоцтової кислоти (ЕДТА, 2,5 г/л), що руйнувала утворений 

комплекс, і на межі переходу змінювала колір з червоного на лимонний. У флакон 

вносили 100 мкл водного розчину ЕДТА (2,5 г/л) і слідкували за зміною забарвлення 

досліджуваної проби. Концентрація Cu2+ в пробі була пропорційною кількості ЕДТА. 

Калібрувальна крива для визначення концентрації Купруму представлена на рис. 2.2. 

 

Рис. 2.2 Калібрувальна крива для визначення концентрації Купруму методом 

титрування замісника з ЕДТА 

Концентрацію Cu2+ визначали за формулою:  

[Cu2+] = 0, 2075 × X – 11,197, 

де X – об’єм ЕДТА, що була витрачена на титрування. 

Якісне визначення Купруму проводили для виявлення здатності 

мікроорганізмів до його трансформації. 
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Визначення Cu2+ за якісною реакцією з H2S. Здатність мікроорганізмів 

накопичувати Cu2+ визначали за допомогою якісної реакції з Н2S. Колонії, що 

акумулювали Cu2+ забарвлюються в темно-коричневий колір внаслідок утворення 

осаду сульфіду Купруму [122]: Сu2+ + S2– = CuS↓. 

Для отримання H2S у флакон об’ємом 120 мл вносили 10 г лимонної кислоти, 

продували агроном протягом 10 хвилин та герметично закривали пеніциліновою 

пробкою і металічним затвором. У флакон проколом за допомогою шприца вносили 

0,5 мл насиченого розчину Na2S. Внаслідок взаємодії лимонної кислоти з сульфідом 

натрію виділявся сірководень: 2Н+ + S2- = H2S↑. 

Про це свідчило збільшення тиску газу у флаконі. Шприцом відбирали 2 мл H2S та 

вносили під кришку чашки з колоніями купрумрезистентних мікроорганізмів, що 

призводило до забарвлення у темно-коричневий колір купрум-акумулюючих колоній. 

Наявність Cu2O↓. Здатність мікроорганізмів відновлювати Cu2+ до 

одновалентного Купруму визначали за появою характерного коричневого осаду 

Cu2O↓ всередині мікробних колоній, а також на дні пробірки або флакону. При 

внесеннні 0,5 мл спиртового розчину ДФК (0,5%, дифенілкарбазид) до зразку 

культуральної рідини об’ємом 1 мл з Cu(I) утворювався комплекс червоного кольору, 

який протягом 10 хв перетворювався у фіолетовий і не знебарвлювалося з часом. 

Визначення Cu(OH)2↓. Здатність мікроорганізмів іммобілізувати (осаджувати) 

сполуки двовалентного Купруму у формі Cu(OH)2↓ визначали за утворенням 

характерного синього аморфного осаду. При внесенні 0,5 мл спиртового розчину 

ДФК (0,5%, дифенілкарбазид) до 1 мл осаду Cu(OH)2↓ його забарвлення змінювалося 

з синього на насичене темно-фіолетове, що протягом 10 хв втрачало свою 

інтенсивність і набувало світлого молочного-фіолетового відтінку. 

Визначення CuCO3↓. Якісною реакцією на утворення CuCO3↓ була реакція з 0,1 

моль/л HCl. При взаємодії осаду карбонату Купруму з 0,1 M HCl утворювався CO2. 

Про появу вуглекислого газу свідчила наявність бульбашок газу після змішування 

реагентів. Також реакцію підтверджували за допомогою газової хроматографії. 

Реагенти змішували в пробірці, що була герметично закрита гумовою пробкою. Після 
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внесення реактивів вимірювали склад газу. Присутність CO2 у газовій фазі свідчила 

про наявність CuCO3↓. Всі реакції були попередньо підтверджені на 

стандартизованих сполуках Cu(OH)2↓, CuCO3↓ та Cu2O↓. Методи якісного визначення 

купрумвмісних осадів були розроблені базуючись на роботі Сендела [137]. 

2.6 Дослідження параметрів стійкості купрумрезистентних 

мікроорганізмів різних біогеоценозів 

Параметри стійкості мікроорганізмів до Купруму були такі: 

- максимально допустима концентрація металів (МДК) для мікробних угрупувань та 

чистих культур мікроорганізмів; 

- кількість купрумрезистентних мікроорганізмів в мікробних угрупованнях 

біогеоценозів (КУО/г мет); 

- коефіцієнт поширення металорезистентних мікроорганізмів в природних 

біогеоценозах (Кп); 

- коефіцієнт концентраційної резистентності стійкості мікроорганізмів до токсичних 

металів (КR). 

Визначення максимально-допустимої концентрації (МДК) Купруму. 

Купрумрезистентні мікроорганізми виділяли зі зразків природних та техногенних 

біогеоценозів за їх здатністю рости на агаризованому поживному середовищі (NA, 

HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Індія) та агаризованому мінеральному середовищі з 

концентраційним градієнтом розчинних сполук Cu(II). Купрумрезистентні 

мікроорганізми ізолювали на м'ясо-пептонному агарі (МПА) у двох модифікаціях 

Cu(II). Перша модифікація містила катіон Сu2+, хелатований трьохзаміщеним 

цитратом натрію у молярному співвідношенні 1:3. У другій модифікації середовища 

Купрум вносили у середовище у формі катіону Cu2+ (сульфату СuSO4) без додавання 

хелаторів. У агаризованому середовищі створювали концентраційний градієнт Сu(II). 

Для першого варіанту експерименту (нехелатований Сu2+) створювали градієнт від 

100 до 600 мг/л із кроком 100 мг/л. У другому варіанті (цитрат Сu2+) градієнт становив 

100-16000 мг/л Сu2+ із кроком 200 мг/л. У чашки вносили по 25,0 мл агаризованого 

середовища, що містило цитрат або сульфат двовалентного Купруму, а також 
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контрольне середовище без Купруму та витримували протягом 2 діб при кімнатній 

температурі для перевірки стерильності та підсушування поверхні агару. Для посіву 

мікроорганізмів готували десятикратні розведення зразка, з яких 0,2 мл суспензії 

мікроорганізмів вносили на поверхню агару та розтирали шпателем. Як контроль 

використовували середовище без Купруму. Мікроорганізми культивували при 30 ºС 

протягом 10 діб. Кількість мікроорганізмів перераховували на їх вміст у 1 г 

абсолютно сухого ґрунту. 

Здатність мікроорганізмів накопичувати Купрум визначали за допомогою 

якісної реакції з Н2S. Колонії, що накопичували Сu(II), забарвлювалися в темно-

коричневий колір внаслідок утворення сульфіду: Сu2+ + S2– = CuS. 

Як тестовий мікроорганізм для перевірки токсичності селективного 

середовища, що містило Сu2+, використовували штам Escherichia coli УКМ В-926. 

Відсутність росту E.coli за концентрації 200 мг/л свідчило про те, що компоненти 

середовища не зменшували токсичність Cu2+. 

Кількісний облік купрумрезистентних мікроорганізмів проводили методом 

Коха [138]. Кількість колонієутворючих одиниць (КУО) в 1 г ґрунту зразка визначали 

методом посіву послідовних десятикратних розведень з суспензії ґрунту на 

агаризоване поживне середовище Nutrient Agar (NA, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd, 

Індія) та агаризованому мінеральному середовищі з подальшим підрахунком колоній, 

що виросли. Кількість колоніє утворюючих одиниць КУО в 1 мл суспензії 

досліджуваних мікроорганізмів  обчислювали за формулою: 

V

а
М

п10


, 

де: М  – кількість клітин в 1 мл; а – середня кількість колоній; 10n – фактор 

розведення; V – об’єм інокуляту, мл. 

Чисельність мікроорганізмів у зразках перераховували у загальну кількість 

мікроорганізмів на 1 г абсолютно сухого зразка  за формулою: 

M = a × k, 
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де: M – кількість колоніє утворюючих одиниць у 1 г абсолютно сухого зразка; 

a – кількість клітин у 1 мл суспензії досліджуваних мікроорганізмів; k – коефіцієнт 

вологості зразка. 

Вміст вологи (H) у зразках визначали ваговим методом. Зразки висушували у 

сушильній шафі за температури 105 ºС до постійної ваги. Вологість визначали за 

формулою: 

H = A/(M – A)·100%, 

де: А – вага вологи, що випарувалася; М – вага зразка. 

Коефіцієнт поширення металорезистентних мікроорганізмів Кп вказує, який 

відсоток мікроорганізмів від їх загальної кількості в угрупованні є стійким до заданої 

концентрації токсичного металу. Коефіцієнт поширення Кп визначали за формулою:  

Кп = КУО/г мет:N КУО×100% 

де N КУО мет – кількість мікроорганізмів, що виросли в присутності заданої 

концентрації металу; N КУО – кількість мікроорганізмів, що виросли в контролі (без 

металу). 

Коефіцієнт концентраційної резистентності КR показує, у скільки разів МДК 

Купруму для мікроорганізмів більша за його концентрацію у досліджуваному зразку. 

Його визначали за формулою:  

КR = МДК/С, 

де, МДК – максимально-допустима концентрація токсичних металів для мікробного 

угруповання; С – концентрація Купруму у зразку. У зразках, яких не було визначено 

концентрацію Купруму використовували Кларк концентрації (СКларка). Кларк 

концентрації – відношення усередненого вмісту хімічного елемента у родовищі або 

будь-якому об'єкті природи (мінералі, породі, руді, тощо) до кларку цього елемента у 

земній корі [139]. 

2.7 Виділення чистих культур мікроорганізмів 

Для дослідження закономірностей стійкості та взаємодії мікроорганізмів зі 

сполуками Купруму досліджували аеробні та факультативно анаеробні 
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мікроорганізми, ізольовані зі зразків природних біогеоценозів, а також неадаптовані 

до Cu2+ облігатно-анаеробні мікроорганізми.  

Чисті культури аеробних та факультативно-анаеробних купрумрезистентних 

мікроорганізмів виділяли з десятикратних розведень зразків в стерильному 

фізіологічному розчині висівом на агаризовані поживні середовища. Найбільш стійкі 

штами купрумрезистентних мікроорганізмів ізолювали з накопичувальних культур 

на купрумвмісних поживних середовищах методом виснажливого штриха та 

мікроскопували для перевірки її морфологічної однорідності. 

Для виділення купрумрезистентних штамів мікроорганізмів 0,2 мл суспензії з 

накопичувальної культури мікроорганізмів наносили на агаризовані середовища, що 

містили Cu2+ (наприклад, NA, HiMedia) та розтирали шпателем Дригальського. 

Колонії, що відрізнялися за морфологічними ознаками, накопичували або 

відновлювали Cu2+, а також були резистентними до Купруму у високих 

концентраціях, тричі пересівали методом виснажливого штриха та мікроскопували 

для перевірки на чистоту. 

Надстійкі до Cu2+ штами ізолювали зі зразків природних екосистем. Для цього 

1 г досліджуваного зразка вносили у 10 мл рідкого стерильного поживного 

середовища (див. розділ 2.4), що містило 63 546 мг/л або 1 моль/л Cu2+. Культивували 

за температури 30 °С протягом 10 діб. Надрезистентні до Cu2+ чисті культури 

ізолювали з накопичувальних культур на агаризованих поживних середовищах, що 

містили Cu2+ у концентрації 15 000 мг/л (максимальна розчинність двовалентного 

Купруму у агаризованому поживному середовищі NB). Здатність виживати за 

одномолярної концентрації підтверджували посівом у рідке поживне середовище NB 

з наступним мікроскопуванням та пересівом на агаризоване середовище з 5000 – 

15 000 мг/л Cu2+ у формі цитратного комплексу. 

Виділення облігатно-анаеробних мікроорганізмів. Для порівняння стійкості та 

можливості взаємодії купрумрезистентних з неадаптованими до Купруму 

мікроорганізмами було виділено штам облігатно-анаеробних мікроорганізмів. Його 

було ізольовано з культуральної рідини, що була відібрана під час зброджування 
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багатокомпонентних органічних відходів. Облігатно-анаеробні мікроорганізми 

виділяли методом Хангейта [140]. Для виділення відбирали 1 мл культуральної 

рідини та витримували на киплячій водяній бані протягом 10 хв за температури 100 

°С для знищення неспорових мікроорганізмів. Культуральну рідину послідовно 

розводили методом десятикратних розведень [138] у стерильному фізіологічному 

розчині з відновником цитратом двовалентного заліза (500 мг/л Fe2+), який створював 

у середовищі редокс-потенціал Eh = – 200 мВ (рН = 7,0). Для підготовки флаконів з 

відновленим фізіологічним розчином у флакон об’ємом 200 мл вносили 150 мл 

стерильного фізіологічного розчину, 1 мл водного розчину індикатору резазуринату 

натрію (0,01%), а також цитрат Fe2+ до кінцевої  концентрації 500 мг/л Fe2+. Флакони 

закривали гумовими пробками та металічними затворами та додатково стерилізували 

на киплячій водяній бані протягом 20 хв. Всі операції з підготовки та посіву 

облігатних анаеробів проводили в атмосфері аргону. Облігатно-анаеробні 

мікроорганізми виділяли в поживному агаризованому (2%) середовищі з 

використанням методу обертання флаконів (метод Хангейта) в атмосфері аргону з 

додаванням відновника цитрату двовалентного заліза цитрат Fe2+ з редокс-

потенціалом –180…‒200 мВ. У флакон з об’ємом поживного середовища 200 мл з 

редокс-індикатором резазуринатом натрію 5 мл водного розчину цитрату Fe2+ (20 г/л 

Fe2+) до кінцевої концентрації 0,5 г/л Fe2+. Резазуринат натрію (0,1%) 

використовували як редокс-індикатор, що знебарвлюється при Eh ≤ –100 мВ [141]. 

Потім у флакони вносили 4,5 мл або 10 мл розплавленого та охолодженого до 60 ºС 

агаризованого поживного середовища з відновником. Продовжували продувати ще 

протягом 5 хв. Герметично закривали гумовими пробками та зберігали до 

використання. Перед внесенням інокуляту герметично закриті флакони з поживним 

середовищем та відновником нагрівали на водяній бані до повного розплавлення 

середовища. Потім флакони з середовищем охолоджували до температури 45 ºС, за 

допомогою шприца, проколом через гумову пробку, вносили 0,5 мл інокуляту з 

десятикратних розведень зразків та рівномірно обертали у горизонтальному 

положенні під струменем холодної води так, щоб агаризоване середовище застигло 
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на стінках рівномірним шаром у формі циліндру. Культивували за температури 30 ºС 

протягом 7 діб. Після появи колоній облігатних анаеробів їх ізолювали у рідкому та 

на агаризованому середовищі з відновником. Процедуру повторювали тричі. Чистоту 

культури перевіряли мікроскопуванням, а також за морфологією і однорідністю 

колоній.  

2.8 Визначення таксономічного положення мікроорганізмів 

Таксономічне положення досліджуваних мікроорганізмів визначали 

молекулярно-біологічними методами. Для отримання біомаси мікроорганізми 

культивували 24 години у рідкому поживому середовищі Nutrient Broth (HiMedia). 

Бактеріальну ДНК виділяли з добової культури, використовуючи набір DNeasy 

UltraClean Microbial Kit (Qiagen) згідно інструкції виробника. Чистоту отриманого 

препарату ДНК визначали спектрофотометрично за допомогою NanoDrop OneC 

UV/Vis Spectrophotometer за поглинанням при довжині хвилі 260, 230 і 280 нм, а 

також використовуючи горизонтальний електрофорез в агарозному гелі.  

Візуалізацію електрофорезу здійснювали за допомогою UV трансілюмінатора 

MultiDoc-It Digital Imaging System (UVP). Отриману ДНК зберігали у ТЕ-буфері за 

–20 °С. Послідовності генів 16S рРНК ампліфікували за класичним методом [142, 

143]. Послідовності ампліфікували за допомогою олігонуклеотидних праймерів 8F 

і 1492R. Термоциклер BioRad використовували для ампліфікації. Реакційна суміш 

полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) складалася з 5,0 мкл ПЛР-буферу (10X 

DreamTaq Green Buffer, Thermo Scientific), 5,0 мкл дНТФ, 2 мкл суміші праймерів, 

0,5 мкл Taq-полімерази (DreamTaq DND Polimerase, Thermo Scientific) (додавали 

безпосередньо перед початком реакції), 1,0 мкл зразка ДНК та 36,5 мкл 

деіонізованої води. Проводили 30 циклів ампліфікації наступного температурного 

профілю: денатурацію ДНК (94 ºС, 20 с), ренатурація праймерів (56 ºС, 15 с), 

елонгацію (полімеризація) (72 ºС, 90 с). Нуклеотидні послідовності генів 16S рРНК 

секвенували у Eurofins Genomics (м. Луісвіль, Кентуккі, США). 

Отримані нуклеотидні послідовності генів 16S рРНК мікроорганізмів 

використовували для визначення близькоспоріднених видів і філогенетичного 
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аналізу. Для цього отримані послідовності генів 16S рРНК бактеріальних ізолятів 

порівнювали з депонованими в базі даних GenBank за програмним пакетом BLAST. 

Споріднені мікроорганізми визначали, обчислюючи попарну подібність у відсотках, 

як співвідношення кількості співпадаючих/проаналізованих нуклеотидів генів 16S 

рРНК кожного штаму з порівнюваними бактеріями. Коригування нуклеотидну 

послідовність, а також видаляли та замінювали вироджені нуклеотиди у програмі 

Bioedit. Множинне вирівнювання досліджуваних та близькоспоріднених 

послідовностей проводили у програмі ClustalX на базі програми MEGA (Molecular 

Evolutionary Genetic Analysis). Філогенетичне положення визначали побудовою дерев 

(дендрограм), які показують положення досліджуваного штаму серед 

близькоспоріднених і типових видів (програма MEGAX). Дерево будували за 

допомогою програми MEGAX методом порівняння найближчих сусідів з бутстреп 

аналізом (neighbour-joining метод) з використанням 1000 бутстреп випробувань (1000 

альтернативних дерев). Для укорінення дерева використовували послідовності 

зовнішніх груп мікроорганізмів (outgroups), що більш віддалено зв’язані з 

досліджуваними штамами. Філогенетичне дерево будували та редагували у програмі 

MEGAX. 

 

2.8.1 Тест-системи для визначення таксономічного положення 

мікроорганізмів 

Фізіологічні та біохімічні властивості бактерій вивчали за допомогою наборів 

для ідентифікації бактерій (тест-системи) API Coryne (каталожний номер 20900) та 

API 20E (каталожний номер 20100) (bioMerieux SA, Франція), відповідно до 

інструкції виробника. Для цього на агаризованому середовищі NB (HiMedia 

Laboratories Pvt. Ltd., Індія) нарощували біомасу купрумрезистентних 

мікроорганізмів. Після культивування біомасу відбирали стерильною петлею та 

суспендували у ампулах зі стерильним фізіологічним розчином, що входили до 

складу допоміжних реактивів для використання тест-систем. Тест на каталазу 

проводили шляхом додавання 1 краплі перекису водню (3%) до ескулінового або 
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желатинового тесту. Поява бульбашок свідчила про позитивну реакцію та наявність 

каталази. За допомогою тест-системи API Coryne досліджували властивості 

грампозитивних мікроорганізмів. Для кожного штаму використовували один стрип 

(кювету з кришкою), який містив 24 мікролунки. Кожна мікролунка містила реактив 

для визначення ферментативної активності або утворення кислоти з вуглеводів 

(вуглеводний ряд). В лунки ферментативних тестів вносили суспензію 

мікроорганізмів (106 по стандарту мутності МакФарланд), приготовлену на основі 

фізіологічного розчину. При внесенні суспензії мікроорганізмів в лунки відбувалася 

(або не відбувалася) ферментація субстратів і накопичення продуктів метаболізму. Це 

призводило до зміни кольору середовища, спонтанного або такого, що проявлялся 

при додаванні реактивів, відповідно до інструкції виробника. В лунки вуглеводного 

ряду вносили мікробну суспензію, що була змішана з живильним середовищем та рН-

індикатором (феноловий червоний). При зброджуванні субстрату накопичувалися 

кислі продукти, що призводило до зміни кольору рН-індикатора. 

Систему API 20Е використовували для ідентифікації грамнегативних бактерій. 

Принципи визначення ферментативної активності бактерій і зброджування 

вуглеводів подібні до тест-системи API Coryne, що описана вище. Однак ця система 

містила інші набори ферментів і зброджуваних субстратів. Система складалася з 21 

стандартних біохімічних мікротестів. 

Для виявлення факультативних анаеробів необхідний захист від кисню, тому в 

мікролунки поверх бактеріальної суспензії наносили мінеральне масло. Закриті 

кришкою стріпи з мікролункамі всіх використаних тест-систем інкубували 24-48 

годин при 28 ± 2 °C. Інтерпретацію даних проводили після оцінки позитивних і 

негативних результатів біохімічних тестів. Визначення таксономічного положення 

бактерій проводили, базуючись на їх морфолого-культуральних та фізіолого-

біохімічні властивостях за використання інструкції до тест-систем та методичних 

експериментальних статей.  
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2.9 Визначення метаболічних параметрів росту мікроорганізмів 

Метаболічні параметри росту мікроорганізмів визначали у двох варіантах 

експерименту. У першому варіанті купрумрезистентні мікроорганізми культивували 

у стерильних рідких поживних середовищах з концентраційним градієнтом Cu2+. У 

другому варіанті стерильно культивували неадаптовані до сполук Купруму 

облігатно-анаеробні мікробні угруповання (метаногенне та воденьсинтезувальне) у 

присутності органічних субстратів (багатокомпонентні харчові відходи, водні 

рослини пістії). 

Потенціометричне визначення показників pH і Eh проводили за допомогою 

потенціометра EZDO MP-103 (Gondo Electronic, м. Тайбей, Тайвань), оснащеного 

комбінованим керамічним хлорсрібним електродом PY41, електродом ORP PO50 та 

датчиком температури. Для відбору зразків культуральної рідини та газу 

використовували стерильні пластикові шприци («Bayer») об’ємом 5,0 та 2,5 мл 

відповідно.  

Склад газової фази визначали за стандартною методикою на газовому 

хроматографі ЛХМ-8-МД з катарометром. Використовували дві сталеві колонки - 

одна (І) для аналізу Н2, О2, N2 і СН4, інша (ІІ) – для аналізу СО2. Параметри колонок: 

І – l = 3 м, d = 3 мм, сорбент 13Х (NaX); ІІ – l = 2 м, d = 3 мм, сорбент Porapak-Q; 

температура колонок, випарника і детектора + 50 °С, детектор – катарометр; струм 

детектора – 50 мА. Газ-носій – аргон; швидкість протоку газу – 30 мл/хв. Вміст газів 

(%) розраховували за стандартною методикою за площею піків компонентів газової 

фази [144]. 

Об’єм газу вимірювали після визначення складу газової фази. Для визначення 

об’єму газу використовували газгольдер, обладнаний трубками для видалення газу. 

Після кожного вимірювання газгольдер повністю заповнювали водою задля 

уникнення похибок при обчисленні складу газової фази. 

Загальний вміст органічних сполук визначали за допомогою перманганатного 

методу [145]. Відбирали 5 мл досліджуваної культуральної рідини та центрифугували 

у лабораторній міні-центрифузі EZee D1008 у режимі 7000 об/хв (×2680 g). У хімічно 
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чисту пробірку вносили 1 мл супернатанту рідини та 0,1 мл концентрованої Н2SO4. 

Суміш нагрівали до кипіння. Після цього додавали 0,05 мл стандартного 0,1% 

розчину KMnO4, необхідного для повного окиснення розчинних органічних сполук. 

Розчин титрували до появи світло-фіолетового кольору, характерного для 

перманганат-іона. Концентрація вуглецю в зразку була пропорційною кількості 

KMnO4, необхідного для окиснення органічних сполук. Межа чутливості становила 

25 мг С/л розчину. Діапазон визначення – 25 – 500 мг/л (рис. 2.3).  

 

Рис. 2.3 Калібрувальна крива для визначення загального вмісту органічних сполук у 

розчинах 

Об’єм розчину 0,1% KMnO4, що був витрачений на титрування розчину 

перераховували на вміст органічних сполук за загальним Карбоном у мг/л за 

формулою: [C] = 0,11× V(KMnO4) (мкл) – 12,168. 

Кількісне визначення концентрації іонів NH4
+ у розчинах проводили 

фотоколориметричним методом за якісною реакцією з реактивом Несслера [146]. Для 

цього відібрали 5 мл культуральної рідини та центрифугували у лабораторній міні-

центрифузі EZee D1008 за 7000 об/хв (×2680 g) протягом 10 хв. Для визначення 

концентрації іонів амонію відібрали 2 мл супернатанту та вносили у пеніциліновий 

флакон об’ємом 20 мл. Додавали 250 мкл розчину сегнетової солі (500 г/л) та 0,5 мл 

реактиву Несслера. Розчин перемішували, вимірювання проводили протягом 2-5 хв 

після внесення реактивів на фотоелектроколориметрі КФК-3 за довжини хвилі  400 

y = 0,11x - 12,168

R² = 0,9942
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нм. Метод заснований на здатності NH4
+ утворювати комплексні сполуки з 

тетрайодомеркуратом(II) калію (реактивом Несслера), забарвлені у жовто-

коричневий колір. Сегнетову сіль КNaC4H4O6 додавали для запобігання побічної 

реакції між іонами Mg2+ і OH– (іони магнію можуть бути присутні у водних розчинах 

у залишкових концентрціях, а іони OH– вносилися в розчин з реактивом Несслера). За 

їх взаємодії утворюється білий осад Mg(OH)2↓, що заважає колориметричному 

визначенню: Mg2+ + ОH–= Mg(OH)2↓. 

Як контроль для порівняння з усіма досліджуваними пробами використовували 

бідистильовану воду в яку вносили 250 мкл сегнетової солі (500 г/л) та 0,5 мл 

реактиву Несслера. Вміст амонію визначали за формулою, отримною після аналізу 

калібрувальної прямої (рис. 2.4):  [NH4
+] = 26,806 × D opt + 0,0352. 

 

Рис. 2.4 Калібрувальна крива для визначення концентрації NH4
+ у розчинах 

 

2.10 Дослідження видів взаємодії мікроорганізмів та рослин зі сполуками 

Купруму 

Для теоретичного обґрунтування можливості взаємодії мікроорганізмів та 

рослин зі сполуками Cu2+ використовували термодинамічне прогнозування [147].  

Для цього поля розраховували параметри стійкості розчинних та нерозчинних 

сполук Купруму у координатах «рН – Eh» і далі визначали такі типи мікробного 
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метаболізму та фізіологічні групи мікроорганізмів, які здатні забезпечити бажану 

реакцію трансформації сполук Купруму: відновлення, іммобілізація і мобілізація. 

Величини редокс-потенціалів, що визначали можливість мікробного 

відновлення Cu2+ до нерозчинного Cu2О↓ у концентраційному діапазоні 1,0.10-8 до 1,0 

моль/л, розраховували за використання рівнянння Нернста. 

Порівняльну ефективність мікробного відновлення  Cu2+ до Cu2О↓ аеробними, 

факультативно анаеробними та облігатно анаеробними мікроорганізмами визначали 

за використання рівніння Гіббса:ΔG0' = –nFΔЕ0' = –n23,067ΔЕ0' (ккал/моль), ΔЕ0' = 

Е0A'  – Е0D' (V). 

У рівнянні n – кількість електронів, які беруть участь у редокс-реакціях, F – 

постійна Фарадея, ΔE0’ – різниця потенціалів між акцептором (Е0A’) і донором (Е0D’) 

електронів. Показник Е0A’ – стандартний редокс-потенціал металу (сполуки 

Купруму), а Е0D’ – величина редокс-потенціалу, що створюють метаболічно активні 

аеробні, факультативно анаеробні та облігатно анаеробні мікроорганізми. 

Іммобілізацію та мобілізацію сполук Купруму мікроорганізмами 

розраховували за реакціями рівнянь Пурбе. Наприклад, величину рН переходу Cu2+ у 

нерозчинний гідроксид Cu(ОН)2 у реакції 

Cu2+ + 2H2O = Cu(OН)2 + 2H+ 

розраховували за формулою 

log[Cu2+] = 9,21 – 2×pH. 

Транспорт та ефективність поглинання катіонів металів мікроорганізмами та 

рослинами оцінювали за використання концепції стереохімічної макроелементів 

(Mg2+, Ca2+ та ін.) та токсичних металів (Cu2+, Cd2+, тощо) (рис. 2.5). 



  

84 
 

 

Рис. 2.5 Стереохімічна аналогія (близкість або рівність іонних радіусів) 

макроелементів (Mg2+, Ca2+ та ін.) та токсичних металів (Cu2+, Cd2+, тощо) 

Термодинамічно-допустимі види взаємодії мікроорганізмів та рослин з 

Купрумом були експериментально досліджені. Перший – акумуляція Cu2+ згідно 

стереохімічної аналогії з макроелементом Mg2+. Другий – іммобілізація Cu2+ до 

нерозчинних сполук Купруму: відновлення Cu2+ до нерозчинного Cu2O↓ внаслідок 

різниці редокс-потенціалів донорної (ферментні системи мікроорганізмів) та 

акцепторної (сполуки Cu2+) систем та осадження Cu2+ без зміни валентного стану у 

формі Cu(OH)2↓ або CuCO3↓. Третій тип взаємодії – мобілізація нерозчинних сполук 

Купруму з накопиченням Cu2+ у середовищі. 

 

2.10.1 Трансформація сполук Купруму аеробними мікроорганізмами 

Для дослідження можливості трансформації сполук Купруму використовували 

штам Pseudomonas lactis UKR1, що стійкий до 1 моль/л Cu2+. Штам було виділено з 

екологічно-чистого чорноземного ґрунту. 
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Для вивчення закономірностей трансформації сполук Купруму штам 

Pseudomonas lactis UKR1 культивували у окремих рідких поживних середовищах 

(Luria broth та мінеральне середовище з глюкозою або цитратом, за внесення 

хелатованої цитратом та нехелатованої форм Сu2+). Для перевірки теоретично 

обґрунтованої акумуляції та відновлення розчинних сполук Сu2+ мікроорганізми 

культивували у поживному бульйоні LB та мінеральному середовищі за 

використання хелатованої трьохзаміщеним цитратом форми міді. Для визначення 

кількісного розподілення сполук Купруму культуральну рідину центрифугували для 

осадження клітин мікроорганізмів на міні-центрифузі EZeeMini D1008 зі швидкістю 

7000 об/хв. Концентрацію Сu2+ визначали як всередині клітин мікроорганізмів, так і 

в поживному середовищі, що містилося у супернатанті. Для визначення 

внутрішньоклітинного Cu2+ мікробну біомасу тричі відмивали у фізіологічному 

розчині та руйнували внесенням 1 мл концентрованої азотної кислоти. Концентрацію 

Сu2+ визначали методом титрування замісника (див. підрозділ 2.5). 

Ознакою відновлення сполук Сu2+ мікроорганізмами була поява коричневого 

осаду Cu2O↓ на дні культиватора. Осад Cu2O↓ відділяли від культуральної рідини з 

мікроорганізмами центрифугуванням.  

Для визначення мобілізації та іммобілізації сполук Купруму використовували 

розчинний цитрат Cu2+ та нерозчинний карбонат CuCO3↓. Штам культивували у двох 

варіантах поживного середовища. В першому варіанті створювали умови для 

іммобілізації сполук Купруму. Мікроорганізми культивували в аеробних умовах. 

Донором електронів слугував трьохзаміщений цитрат натрію, а Купрум був у формі 

розчинного комплексу з цитратом. За деструкції мікроорганізмами цитрату 

(хелатуючої сполуки), Cu2+ випав у осад, тобто був іммобілізований 

мікроорганізмами. У другому варіанті були створені умови для мобілізації 

нерозчинних сполук двовалентного Купруму. Як джерело електронів та енергії 

використовували глюкозу, а Купрум був у формі нерозчинного карбонату CuCO3↓. За 

деструкції глюкози у розчині накопичувалися органічні кислоти, що мобілізували 

сполуки Купруму. Вихідна концентрація Cu2+ у всіх варіантах експерименту 
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становила 200 мг/л. Як контролі використовували наведені вище середовища, без 

Cu2+. 

Визначення оптимальних умов росту Pseudomonas lactis UKR1. Для визначення 

оптимальних умов росту штаму Pseudomonas lactis UKR1 культивували у двох 

варіантах експерименту у співвідношенні газової фази до рідкої 1/1. В першому 

варіанті у флакони об’ємом 250 вносили поживне середовище та герметично 

закривали гумовою пробкою та металічним затвором.  Таким чином створювали 

умови обмеженого доступу кисню для бактерій. У другому варіанті експерименту 

бактерії культивували в аеробних умовах під ватно-марлевими пробками за вільного 

доступу O2 повітря. 

Оптимізація поживного середовища для відновлення Cu(II) до Cu(I) штамом 

Pseudomonas lactis UKR1. 

Для визначення оптимальних умов відновлення Cu(II) до Cu(I) у формі 

нерозчинного оксиду Cu2O↓ використовували три варіанти поживного середовища. 

Перший варіант – середовище LB (Luria broth), у другому варіанті використовували 

мінеральне середовище з глюкозою (1 г/л NH4Cl, 0,5 г/л Na2SO4, 1 г/л K2HPO4, 5 г/л 

глюкози, 0,1 г/л дріжджового екстракту). У третьому варіанті експерименту 

використовували середовище LB (Luria broth) з додаванням 5 г/л глюкози. 

Концентрація Cu(II) у всіх варіантах експерименту становила 200 мг/л. Об’єм 

поживного середовища і газової фази у флаконах становили по 125 мл. Для отримання 

концентрації 200 мг/л Cu(II) у 125 мл середовища, у нього вносили 0,833 мл розчину 

цитрату або сульфату Cu(II) з концентрацією Cu2+ – 30 г/л. Бактерії культивували за 

температури 28  ͦС протягом 14 діб. 

Для розробки методу аналітичного визначення Cu2O↓ у розчині, його 

попередньо синтезували методом відновлення Сu(II) до Cu(I) при нагріванні з 

глюкозою. Для цього спочатку осаджували Cu(OH)2↓ з розчину CuSO4  (1000 мг/л 

Cu2+). У 50 мл розчину CuSO4 по краплях вносили концентрований розчин NaOH. 

Осад Cu(OH)2↓ суспендували та трикратно відмивали центрифугуванням у 

дистильованій воді. Частину осаду розчиняли в азотній кислоті. На наступному етапі 
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у осад Cu(OH)2↓ вносили глюкозу та нагрівали у полум’ї пальника. Внаслідок цього 

Cu(ІІ) у формі гідроксиду Cu(OH)2↓ відновлювалася до Сu(І) у формі оксиду Cu2O↓. 

Іммобілізація (осадження) Сu(II) штамом Pseudomonas lactis UKR1 у 

мінеральному середовищі з цитратом. Для дослідження здатності Pseudomonas lactis 

UKR1 осаджувати Cu2+ мікроорганізми культивували у мінеральному середовищі 

протягом 14 діб за температури 28 °С. Як донор електронів використовували 

трьохзаміщений цитрат натрію (1 г/л), а Купрум був у розчинній формі цитрату Cu(II). 

Купрум випав у осад внаслідок деструкції ліганду (цитрату), тобто був 

опосередковано іммобілізований мікроорганізмами. В таких умовах теоретично 

допустимо утворення Cu(OH)2↓, CuCO3↓ або їх суміш. Про їх наявність свідчила 

поява блакитного осаду. Для аналітичного визначення цих сполук використовували 

аналітичні методи, що описані у розділі 2.5. 

Іммобілізація Cu2+ у за культивування у білковому середовищі LB. Для 

дослідження здатності Pseudomonas lactis UKR1 до осадження Cu2+ мікроорганізми 

культивували у середовищі LB протягом 14 діб за температури 28 °С . Для цього 

вносили 200 мг/л нехелатованого Купруму(II) у формі CuSO4 та мікроорганізми. 

Осаджені сполуки Купруму визначали за методами, що описані вище. 

Мобілізація Cu(OH)2↓ штамом Pseudomonas lactis UKR1. Для дослідження 

мобілізації Cu(II) штамом Pseudomonas lactis UKR1, мікроорганізми культивували у 

мінеральному середовищі протягом 14 діб за температури 28 °С . Як джерело 

електронів та енергії використовували глюкозу, а Купрум був у формі нерозчинного 

гідроксиду Cu(OH)2↓. При деструкції глюкози у розчині накопичувалися органічні 

кислоти, що мобілізували сполуки Купруму. Концентрацію іонів Cu2+ у розчині 

визначали методом титрування замісника (з 0,1% ПАР та 2,5 г/л ЕДТА). 

2.10.2 Іммобілізація сполук Купруму анаеробними мікроорганізмами 

Дослідження можливості мікробного вилучення Купруму складалося з 

декількох етапів. На першому етапі було досліджено іммобілізацію Cu2+ (осадження 

у формі Cu(OH)2↓ і CuСO3↓ та відновлення до Cu2O↓) анаеробним 

воденьсинтезувальним мікробним угрупованням за зброджування 
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багатокомпонентних харчових відходів. На другому етапі досліджували здатність 

метаногенного мікробіому збродженого осаду метантенку (ЗОМ) вилучати сполуки 

розчинного Купруму під час зброджування біомаси річкових рослин 

Pistia stratiotes L. (водяний салат). На завершальному етапі було виділено облігатно-

анаеробний штам та досліджено його здатність вилучати Cu2+ під час росту у 

вуглеводвмісному поживному середовищі. 

Іммобілізація Cu2+ воденьсинтезувальним мікробним угрупованням. 

Ефективність вилучення Cu2+ у процесі водневого зброджування багатокомпонентних 

харчових відходів визначали за культивування мікроорганізмів у герметичному 

флаконі об’ємом 0,5 л. Як низькопотенціальну донорну систему використовували 

угруповання спороутворюючих анаеробних мікроорганізмів. Для отримання 

угруповання чорноземний ґрунт нагрівали на водяній бані за температури 100 °С та 

використовували як посівний матеріал та джерело спороутворюючих 

воденьсинтезувальних мікроорганізмів. Для проведення експерименту готували 

суміш багатокомпонентних харчових відходів (БХВ) наступного складу (г): 

лушпиння картоплі – 25; бадилля помідорів – 5; шкірки яблук – 5; гнилі абрикоси – 

10; сире м’ясо курки – 5; пастеризований чорноземний ґрунт – 10 (рис. 2.6). 

 

Рис. 2.6 Суміш харчових відходів для зброджування 

Всі компоненти модельних відходів також нагрівали протягом 20 хвилин на 

водяній бані при 100 °С для знищення неспороутворюючих мікроорганізмів. Після 

цього суміш відходів вносили в 250 мл кип’яченої водопровідної води. Флакони 

об’ємом 500 мл закривали гумовими пробками та металевими фіксаторами та 
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культивували 4 доби за температури 30 °С. Газ, що був синтезований у процесі 

бродіння, накопичувався у газгольдері. Для відведення газу використовували 

газгольдер з гумовою трубкою та металічною голкою. Гумову пробку проколювали 

голкою і газ відводили в газгольдер через трубку, приєднану до голки. Початковою 

газовою фазою у флаконах було повітря. Розчин Купруму вносили у завершальній 

фазі метаболічної активності мікроорганізмів до кінцевої концентрації 50 мг/л Cu2+. 

У процесі зброджування вимірювали наступні метаболічні параметри: рH, Eh, склад 

та об’єм газової фази (див підрозділ 2.9) та визначали вміст Cu2+ у середовищі (див 

підрозділ 2.5). 

Іммобілізація Cu2+ метаногенними мікроорганізмами. Для дослідження 

здатності метаногенних мікроорганізмів вилучати сполуки Купруму як інокулят 

використовували гранульований мікробний препарат, що містив концентровану 

біомасу метаногенів. Препарат був розроблений у відділі біології екстремофільних 

мікроорганізмів і отримав назву GMP2. Як субстрат використовували водні рослини 

Pistia stratiotes. Для вивчення динаміки зброджування пістії висушували до 

абсолютно сухої ваги за температури 105 °C для зневоднення рослин та знищення 

нативного мікробіому. Після цього 5 г висушених рослин, 400 мл кип’яченої 

водопровідної води та 2 г гранульованого мікробного препарату GMP2 вносили в 

герметичні скляні флакони об’ємом 500 мл. Початковою газовою фазою у флаконах 

було повітря. Визначали такі метаболічні параметри: рН, редокс-потенціал (Eh) [148], 

об’єм та склад газової фази [144], а також вміст у культуральній рідині розчинних 

органічних сполук (за загальним Карбоном) [145], концентрацію іонів амонію (NH4
+) 

[149] та Cu2+ у культуральній рідині (див підрозділ 2.5 та 2.9). Розчин цитрату 

Купруму(II) вносили у флакони за метаболічної активності мікробіому. Критеріями 

метаболічної активності слугували  низький редокс-потенціал, висока концентрація 

CH4 у газовій фазі, а також збільшення об’єму синтезованого газу. Концентрація Cu2+ 

у культуральній рідині становила 100 та 200 мг/л. Ефективність вилучення Купруму 

метаногенними мікроорганізмами визначали за зниженням концентрації розчинного 

Cu2+ у культуральній рідині.  У контрольний флакон вносили лише субстрат (5 г 
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висшених рослин Pistia stratiotes) та інокулят GMP2 і культивували за відсутності 

Купруму. 

Іммобілізація Cu2+ анаеробним воденьсинтезувальним штамом Clostridium 

butyricum 92. Для дослідження мікробної іммобілізації Купруму облігатно-

анаеробними мікроорганізмами використовували штам, що був виділений під час 

водневого зброджування багатокомпонентних харчових відходів методом 

десятикратних розведень культуральної рідини та з подальшою реізоляцією методом 

Хангейта (див. підрозділ 2.7). 

Експеримент проводили за використання стерильної картоплі як субстрату у 

співвідношенні 3:1 (150 мл стерильного мінерального середовища та 50 г картоплі). 

Купрум вносили в активній фазі росту культури у концентрації 50, 100 та 200 мг/л. 

Таким чином, досліджували вплив градієнту концентрації Cu2+ (50, 100, 200 мг/л) на 

ріст культури у мінеральному середовищі з картоплею. Початковою газовою фазою у 

флаконах був аргон. Визначали такі метаболічні параметри: рН, редокс-потенціал 

(Eh), об’єм та склад газової фази, а також концентрацію розчинних органічних сполук 

за загальним Карбоном, концентрацію іонів амонію (NH4
+) та Cu2+ у культуральній 

рідині (див підрозділ 2.5 та 2.9). Як контрольний варіант експерименту 

використовували 50 г картоплі у 150 мл мінерального середовища та інокулят 

(Clostridium butyricum 92) без внесення розчинних сполук Купруму. 

 

2.10.3 Акумуляція сполук Купруму рослинами 

Акумуляція Cu2+ газонною травою. Як рослини-акумулятори металів 

використовували газонну траву, що є невибагливою до умов росту. До її складу 

входили: мітлиця тонка (Agrostis capillaris), костриця лугова (Festuca pratensis), 

тонконіг луговий (Роа pratensis L.). 

Для теоретичного обґрунтування механізмів взаємодії рослин з металами 

використовували метод термодинамічного прогнозування на основі стереохімічної 

аналогії макроелементів та металів. Перед початком експерименту визначали 

коефіцієнт перерахунку вологої маси грунту на абсолютно суху. Для цього 500 г 
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вологого ґрунту висушували при постійній температурі (105 °С) у сухожаровій печі 

протягом 3 годин та визначали коефіцієнт перерахунку вологої маси ґрунту (k) на 

абсолютно суху масу (АСМ). Для посіву газонної трави використовували пластикові 

контейнери «SmartBox»загальним об'ємом 14 л (490∙320∙140 мм, виробник ТОВ 

«Алеана»). Площа одного контейнера становила 1568 см2 (0,157 м2). Рослини висівали 

з розрахунку 1 кг насіння на 30 м2 площі або 5,5 г насіння на один контейнер. Глибина 

шару грунту становила 9 см. Перед посівом грунт поливали водою. Насіння засипали 

рівномірним шаром грунту 2 см. Оприскувачем зволожували поверхню ґрунту. 

Рослини вирощували протягом місяця до формування газону. 

Водні розчини Cu2+ вносили у контейнери ґрунтом шприцем до кінцевої 

концентрації 50, 100 та 200 мг/л. Як контролі використовували ґрунт з рослинами без 

металів та ґрунт без металів і без рослин. Рослини вилучали, підсушували для 

позбвлення від зайвої вологи та зважували. Ґрунт ретельно перемішували у 

контейнері та відбирали для подальшого аналізу. Концентрацію Купруму у ґрунті та 

частинах рослини визначали флуоресцентним методом [150]. 

Після вилучення рослин для аналізу відбирали зразки контрольного та 

забруднених ґрунтів для визначення впливу сполук Купруму на мікробіом ґрунту.   

Для цього проводили кількісний облік мікроорганізмів та визначення МДК Купруму 

для мікробіому як з контрольних, так і купрумвмісних зразків ґрунту. 

Акумуляція Cu2+ та інших металів рослинами тютюну Nicotiana tabacum L. 

Об’єктами досліджень слугували тютюн Nicotiana tabacum L. сорту Djubek та 

репрезентативні метали: неметал-окисник – СrO4
2–, метали-замісники – Сo2+, Ni2+ та 

Cd2+ та метал комбінованої дії – Cu2+. Рослини вирощували в пластикових 

контейнерах з ґрунтом (6 кг АСМ) в природніх умовах. Після вирощування рослин 

протягом двох місяців у контейнери з ґрунтом додавали водні розчини солей металів 

до кінцевої концентрації 500 мг/кг ґрунту. Солі токсичних металів Метали вносили у 

вигляді таких сполук: K2CrO4, СoCl2, Ni(NO3)2·6H2O, CdCl2·2.5H2O та CuSO4·5H2O. 

Розчини металів рівномірно вносили у ґрунт шприцем. Як контроль використовували 

рослини тютюну, що вирощувалися без додавання металів. 
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2.11 Секвенування та скринінг геномів перспективних 

купрумрезистентних штамів 

Філогенетичне положення ізолятів купрумрезистентних мікроорганізмів 

визначали шляхом аналізу послідовності гену 16S рРНК [151]. Для виділення ДНК 

мікроорганізми культивували протягом 24 год у рідкому середовищі Nutrient Broth 

(HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Індія) для нарощування мікробної біомаси. 

Бактеріальну ДНК виділяли із добової культури, використовуючи DNeasy UltraClean 

Microbial Kit (QIAGEN Sciences, Inc., м. Венло, провінція Лімбург, Нідерланди) згідно 

інструкції виробника. Чистоту отриманого зразка ДНК визначали 

спектрофотометрично за допомогою спектрофотометра DeNovix DS-11 FX+ 

(DeNovix Inc., США), а також за допомогою електрофорезу в горизонтальному 

агарозному гелі. Візуалізацію електрофорезу проводили за допомогою УФ-

трансілюмінатора MultiDoc-It Digital Imaging System (UVP). Отриману ДНК зберігали 

в ТЕ-буфері при –20 °C. Ампліфікацію послідовностей генів 16S рРНК проводили 

класичним методом [142] за використання олігонуклеотидних праймерів 8F (5′-

AGAGTTTGATCCTGGGCTCAG-3′) і 1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) 

[143]. Для ампліфікації використовувався термоциклер QuantStudio™ 5 (Thermo 

Scientific TM, Thermo Fisher Scientific Inc., США). Реакційна суміш полімеразної 

ланцюгової реакції (ПЛР) складалася з 5,0 мкл буфера для ПЛР 10X DreamTaq Green 

Buffer (Thermo Scientific TM, Thermo Fisher Scientific Inc., США), 5,0 мкл dNTP, 2 мкл 

суміші праймерів, 0. мкл полімерази Taq (DreamTaq ДНК-полімераза, Thermo Fisher 

Scientific Inc., Уолтем, Массачусетс, США), доданої безпосередньо перед реакцією, 

1,0 мкл зразка ДНК і 36,5 мкл деіонізованої води. Було здійснено 30 циклів 

ампліфікації наступного температурного профілю: денатурація ДНК (94 °C, 20 с), 

ренатурація праймера (56 °C, 15 с) та елонгація (полімеризація) (72 °C, 90 с). 

Нуклеотидні послідовності генів 16S рРНК секвенували в Eurofins Genomics (м. 

Луісвілл, штат Кентуккі, США). Отримані нуклеотидні послідовності генів 16S рРНК 

мікроорганізмів використовували для визначення близькоспоріднених видів та 

філогенетичного аналізу. Для цього отримані послідовності генів 16S рРНК 
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бактеріальних ізолятів порівнювали зі збереженими в базі даних GenBank, 

використовуючи програму BLAST [152]. Споріднені мікроорганізми виявляли 

шляхом розрахунку відсоткової подібності як відношення кількості відповідних та 

аналізованих нуклеотидів генів 16S рРНК досліджуваних штамів і  порівнюваних 

бактерій. Вирівнювання нуклеотидних послідовностей, а також видалення та заміну 

вироджених нуклеотидів проводили в програмі Bioedit. Багаторазове вирівнювання 

досліджуваних і близькоспоріднених послідовностей було виконано в ClustalX. 

Філогенетичне положення визначали шляхом побудови дендрограм, які показували 

положення досліджуваного штаму серед близькоспоріднених та типових видів у 

програмі MEGAX [153]. Дендрограми були побудовані методом приєднання сусідів з 

використанням 1000 бутстреп тестів. Для укорінення дерева використовували 

послідовності інших видів мікроорганізмів (outgroops), які були більш віддалені 

генетично до досліджуваних штамів. Філогенетичне дерево було побудовано та 

відредаговано в програмі MEGAX [153]. 

Геномну ДНК мікроорганізмів виділяли для секвенування геномів найбільш 

стійких штамів купрумрезистентнихх мікроорганізмів. ДНК екстрагували за 

допомогою стандартного фенол-хлороформного методу [154] та секвенували на 

платформі Illumina MiSeq, використовуючи 2×300 спарені хімічні кінці (Novogene). 

Генеровані зчитування якісно фільтрувались за допомогою стандартних налаштувань 

Illumina, в результаті чого було отримано 10 025 497-13 1114 132 зчитуваннь. Всі 

відфільтровані за якістю зчитування були зібрані за допомогою програми короткого 

зчитування de Brujin graph та програми Velvet [155]. Налаштування часу пробігу у 

Velvet відбувалося по значеннях k-mer 31 bp та мінімальному значенні покриття 

contig 10×. Первинний скринінг геномів на наявність генів, що кодують механізми 

стійкості до Купруму, проводили у платформі IMG [156]. Нуклеотидні послідовності 

геномів найбільш стійких до Купруму мікроорганізмів депонували у міжнародній 

архівній базі біоколекцій NCBI (National Center for Biotechnology Information 

BioCollections Database) [157]. Кожній геномній послідовності було присвоєно 
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індивідуальний номер приєднання (accession number) [157]. Структурні моделі білків 

будували за використання онлайн платформи SWISS-MODEL [158]. 

 

2.12 Дослідження синтезу пігментів купрумрезисентними 

мікроорганізмами 

Відомо, що проявом адаптації мікроорганізмів до токсичних металів є синтез 

захисних пігментів, наприклад, меланіну у Exophiala nigrum. Тому закономірним було 

дослідити можливість синтезу пігментів купрумрезистентними мікроорганізмами. 

Здатність стійких до 1 моль/л Cu2+ мікроорганізмів утворювати пігменти було 

досліджено за культивування на чашках Петрі з середовищем Кінга А та Кінга В. До 

складу середовища Кінга А входили (г/л): протеазний пептон – 20,0; гліцерин – 10,0; 

K2SO4 – 10,0; MgCl2·6H2O; агар-агар – 15. До складу середовища Кінга B входили 

(г/л): протеазний пептон – 20,0 г/л; гліцерин – 10,0; MgSO2·7H2O; K2HPO4·3H2O; агар-

агар – 15,0. 

На середовищі Кінга А стимулювалося утворення піоцианіну і піорубіну. Про 

це свідчило голубовато-зелене світіння навколо колоній. Утворення флюоресцеїну 

(піовердіну) стимулювалося за культивування на середовищі Кінга В. Після дифузії у 

середовище цей пігмент викликав жовто-салатове світіння навколо колоній. 

Інтенсивність світіння флюоресціюючого пігменту посилювалася під впливом УФ-

опромінення. 

 

2.13 Атомно-адсорбційний метод для визначення металів у ґрунтах та 

рослинах 

Атомно адсорбційний метод використовували для визначення вмісту металів 

(Cu, Cr, Cd, Ni, Co, Mo) у зразках ґрунту та рослинах тютюну (Nicotiana tabacum L.). 

Перед початком аналізу проводили підготовку зразків ґрунту та рослинного 

матеріалу. Зразки ґрунту висушували до постійної ваги за температури 105 оС та 

подрібнювали у порцеляновій ступці до порошкоподібного стану. 
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Зразки рослин очищали від ґрунту. Корені ретельно промивали водопровідною і 

дистильованою водою та висушували фільтрувальним папером для цілковитого 

видалення вологи з поверхні рослин. Зразки зважували та висушували до постійної 

ваги за температури 105 оС і знову зважували. Озолення рослинних зразків проводили 

в 2 етапи. Перший – на електроплитці у фарфоровій чашці, поступово додаючи H2SO4 

конц. Після припинення виділення білих парів H2SO4 зразки поміщали в муфель 

розігрітий до 250 оС. Через 2 години температуру доводили до 450 °C та озолювали 

до «сірого» попелу. Процес озолення тривав від 24 до 30 годин, залежно від наважки 

та типу зразків. Тиглі з золою заливали 10 мл HNO3(1:1), витримували 12 годин та 

фільтрували залишки у тиглях. Наступного дня у пробірки профільтровували 

залишки в тиглях. 

Для отримання екстрактів ґрунту (або рослин) у колби об’ємом 250 мл вносили 

10 г ґрунту, 100 мл аміачно-буферної суміші та витримували 24 години. Для 

виготовлення аміачно-буферного розчину з pH = 4,8 у 400 мл H2O додавали 54 мл 

льодяної оцтової кислоти та 37,5 мл 25% NH4OH. Через добу зразки відфільтровували 

через паперовий фільтр у колби об’ємом 100 мл, доводили до мітки 100 мл аміачно – 

буферною сумішшю. Концентрацію металів визначали за допомогою спектрометра 

С-115 М1 з полум'яним розпилювачем. Ефективність видалення металу (X, %) із 

металовмісного ґрунту визначали як відношення загального вмісту металу, 

накопиченого в рослині (mр, мг), до початкового вмісту металу в ґрунті (mґ, мг) за 

формулою: X = (mр · 100%) / mґ . 

 

2.14 Флуоресцентний метод аналізу зразків рослин та ґрунту 

Вміст та розподіл металів у рослинах, визначали за допомогою рентгено-

флюоресцентного аналізу [150], використовуючи рентгено-флюоресцентний 

спектрометр ElvaX моделі CEP-01 (Elvatech, Україна). Для визначення вмісту 

Купруму та Хрому використовували масив стандартних зразків з визначеною 

концентрацією металів, що схожі за хімічним складом до досліджуваних зразків. 

Тому для визначення концентрації Cu(II) та Cr(VI) у ґрунті та рослинах попередньо 
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готували їх зразки зі стандартизованою концентрацією досліджуваних металів. 

Зразки ґрунту вимочували протягом 1 доби у 10% розчині лимонної кислоти для 

екстракції сполук металів у розчин та промивання ґрунту. Зразки рослин та ґрунту 

висушували до сталої ваги за температури 105 °С протягом 2 годин. Для побудови 

калібрувальної прямої водні розчини металів вносили у сухий ґрунт та рослини. Для 

отримання стандартних калібрувальних зразків ґрунту у 10 г кожного зразка вносили 

метали до кінцевої концентрації 10, 50, 100, 200 мг/кг АСМ ґрунту. Для отримання 

стандартних калібрувальних зразків рослин у 1 г кожного зразка вносили метали до 

кінцевої концентрації 10, 50, 100, 200, 300, та 400 мг/кг АСМ рослин. Після 

повторного висушування до сталої ваги зразки аналізували на рентгенівському 

флюоресцентному спектрометрі. Для цього 0,5 г кожного зразка поміщали в 

аналізуючу кювету для отримання спектрів при напрузі 45 Вт. Обов’язково 

проводили контроль правильності калібровки спектрометра. Для визначення 

концентрації металів у зразках порівнювали спектри досліджуваних і стандартних 

модельних спектрів. 

Програма ElvaX використовувала повну квадратичну регресійну модель для 

опису залежності концентрацій досліджуваних елементів від інтенсивності ліній всіх 

присутніх елементів. При цьому атестовані значення концентрацій в калібрувальних 

стандартах вказувалися лише для досліджуваних елементів. Статистична значимість 

регресійних коефіцієнтів визначалася покроковим методом множинної регресії в 

автоматичному режимі. 

2.15 Статистична обробка експериментальних даних 

Cтатистичну обробку результатів проводили з використанням пакетів 

прикладної програми Microsoft Excel (Р˂0,05). Для цього визначали середні значення 

отриманих даних за допомогою майстра функцій (ʄx) використовуючи функції 

СРЗНАЧ. Середньоквадратичне (стандартне) відхилення (Sn) розраховували за 

допомогою функції СТАНДВІДХИЛ. Після розрахунку значень середнього 

арифметичного 𝑥̅ і середньоквадратичного відхилень Sn визначали значення 

довірчого інтервалу, використовуючи функцію ДОВІРЧИЙ ІНТЕРВАЛ. Для цього в 
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діалоговому вікні у комірках вводу послідовно вказували величину рівня значимості 

Р (0,05), значення стандартного відхилення Sn, а також об’єм вибіркового масиву 

даних (кількість повторностей). Таким чином, отримували граничну похибку х 

(довірчий інтервал). Використовуючи отримані значення стандартних відхилень та 

довірчого інтервалу будували планки похибок, що відображалися на графіку/діаграмі 

і визначали їх межі. 

Крім того, виконували однофакторний дисперсійний аналіз за допомогою 

надбудови пакету аналізу MS Excel. Наявність або відсутність впливу сполук 

Купруму на мікроорганізми визначали на основі аналізу даних за допомогою POST-

HOC-тесту (поправка Бонфероні) та тесту ANOVA. POST-HOC-тест проводили для 

контролю адекватності вибірок даних [159]. 
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РЕЗУЛЬТАТИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ 

3. РОЗДІЛ 3 ТЕРМОДИНАМІЧНЕ ОБҐРУНТУВАННЯ ТА 

ЗАКОНОМІРНОСТІ СТІЙКОСТІ МІКРООРГАНІЗМІВ ПРИРОДНИХ ТА 

ТЕХНОГЕННИХ БІОГЕОЦЕНОЗІВ ДО СПОЛУК КУПРУМУ 

 

3.1 Термодинамічне обґрунтування виділення надстійких до Купруму 

промислово-перспективних штамів 

На початковому етапі досліджень було термодинамічно обґрунтовано 

можливість виділення мікроорганізмів, що стійкі до сполук токсичного Cu2+ у 

концентрації 1 моль/л (63 546 мг/л) та здатні взаємодіяти з ним. Для цього було 

проаналізовано діаграму Пурбе для реацій за участі Купруму і визначено найбільш 

оптимальні реакції, що можуть здійснюватися мікроорганізмами (див. розділ 1, огляд 

літератури), умови здійснення реакції та основні продукти. Згідно термодинамічного 

прогнозування усі реакції відновлення та осадження сполук Купруму знаходяться 

всередині поля термодинамічної стійкості води. Отже, теоретично допустимо, що ці 

реакції можуть здійснюватися мікроорганізмами. 

Користуючись термодинамічною концепцію було обгрунтовано, що реакція 

осадження Cu2+ у формі гідроксиду Cu(OH)2↓ може здійснюватися мікроорганізмами 

внаслідок біологічно-опосередкованого підвищення рН середовища: 

Cu2+ + 2H2O = Cu(OH)2↓ + 2H+ (реакція 3.1). 

Значення рН за якого сполуки Cu(II) є розчинними і стабільними у водних 

розчинах було розраховано за допомогою діаграм Пурбе, що характеризують 

термодинамічно стабільні форми хімічних сполук у водних розчинах у координатах 

рН та Eh. Було розраховано значення pH перетворення розчинного Cu2+ у нерозчинну 

форму Cu(OH)2↓ (відповідно до реакції 3.1):  

log[Cu2+] = 9,21 – 2pH,  

звідки pH = 4,6. 

Це свідчило про те, що Cu2+ має осаджуватися за pH > 4,6. 
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Інша реакція, що згідно термодинамічного прогнозування може здійснюватися 

мікроорганізмами, це реакція відновлення катіону Cu2+ до нерозчинного оксиду 

одновалентного Купруму:2Cu2++ H2O +2e = Cu2O↓ + 2H+  (реакція 3.2). 

Редокс-потенціал реакції відновлення Cu2+ (реакція 3.2) було розраховано при 

pH=4.6 та одномолярної (1М/л) концентрації Cu2+ згідно рівняння: 

E0 = 0,203 + 0,0591 pH + 0,0591 log[Cu2+] = + 0,475 В. 

За допомогою рівняння Нернста  було розраховано залежність Eh від концентрації 

Cu2+: 

Еh = Eо
 + 0.059:nlog[Cu2+], 

де Eо – редокс-потенціал реакції, В; n – кількість електронів, що беруть участь в 

реакції, а [Cu2+] – концентрація Купруму у моль/л. Графік, що ілюструє цю залежність 

представлено на рис. 3.1. 

 

Рис. 3.1 Вплив концентрації Cu2+ на значення редокс-потенціалу водних розчинів: 

червоні лінії – теоретично розраховані значення; сині лінії – експериментальні 

значення за використання трьохзаміщеного цитрату натрію як хелатора; зелені лінії – 

експериментальні значення за використання Cu2+ без хелатора у формі CuSO4. 

Розрахований редокс-потенціал відновлення Cu2+ збільшився від +180 мВ до 

+475 мВ, оскільки концентрація Cu2+ зросла від 0 моль/л до 1,0 моль/л (63 546 мг/л). 

Згідно термодинамічних розрахунків, навіть за надвисокої концентрації Купруму 

∆Eh = 135 мВ 

∆Eh = 121 мВ 
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(1 моль/л або 63 546 мг/л) редокс-потенціал системи, що утворена металом та його 

відновленою формою, знаходиться в межах термодинамічної стійкості води. 

Було експериментально перевірено відповідність розрахунків залежності 

величини Eh від концентрації розчинного Купруму(ІІ) прямим виміром редокс-

потенціалу у розчинах CuSO4  та цитрату Cu2+. У розчині цитрату Cu2+ у 

концентраційному діапазоні від 0,2 до 1,0 моль/л значення Eh зростало від + 260 до + 

350 мВ. Подальше збільшення концентрації Купруму від 0,2 до 1,0 моль/л Cu2+ не 

впливало на значення Eh. На відміну від розчину цитрату Cu2+, редокс-потенціал 

розчину нехелатованого Cu2+ стрімко підвищувався від +250 ± 23 до +610 ± 35 мВ за 

збільшення концентрації Cu2+ від 0,2 до 1,0 моль/л відповідно (рис. 3.1). 

Таким чином, експериментальні значення редокс-потенціалу за дії Cu2+ та 

цитрату Cu2+ відрізнялися від теоретично розрахованих, що потребує уточнення. За 

теоретичних розрахунків кореляції між концентрацією Cu2+ та редокс-потенціалу (Eh) 

мається на увазі, що відновлення Cu2+ (див. реакцію 3.2) відбувається у дистильованій 

воді за відсутності інших іонів та органічних сполук, які можут впливати на величину 

Eh внаслідок утворення координаційних звязків у комплексних сполуках. Так, 

радикали цитрату здатні утворювати координаційні комплексні сполуки з катіоном 

Cu2+: 

 

 

 

 

 

Очевидно, що координаційні зв`язки зменщують активність електронного 

обміну у редокс-системі. Тому збільшення концентрації цитрату Cu2+ не призводить 

до корелятивного підвищення Eh, і він є постійним (+350 мВ) у концентраційному 

діапазоні від 0,2 до 1,0 М/л Cu(ІІ) у формі цитрату. 

Катіон Cu2+ у формі CuSO4 створює редокс-потенціал на 135 мВ вищий за 

теоретично розрахованого. Це пояснюється тим, що у розчинах сульфат Купруму 

Cu2+ С6Н5О7Na2 
……. 
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кисло гідролізує та створює рН близько 4,0. У свою чергу закислення розчину 

призводить до закономірного підвищення Eh. 

Таким чином, експериментальні значення редокс-потенціалу за впливу Cu2+ 

близькі до теоретично розрахованих (рис. 3.1). Отже, хелатування Купруму може 

слугувати захисним механізмом для виживання мікоорганізмів за високих 

концентрацій Cu2+, оскільки у присутності хелатованої форми Купруму Eh був 

стабільним і не підвищувався до надвисоких значень. Крім того, можна припустити, 

що захистим механізмом у мікроорганізмів до Купруму є синтез органічних кислот, 

що мають властивості хелаторів та стабілізують значення Eh, а також і токсичність 

Cu2+. 

Хелатований цитратом катіон Cu2+ був розчинний у середовищі NB до 

концентрації 1,33 моль/л (84 516 мг/л) Cu2+. Максимальна розчинність 

нехелатованого катіону Cu2+ (у формі CuSO4) становила 0,017 моль/л (1100 мг/л) Cu2+. 

Нехалетований катіон Cu2+, який вносили у середовище NB у формі розчину солі 

CuSO4 був у розчинному стані лише до концентрації 0,017 моль/л (1100 мг/л) Cu2+. 

Таким чином, для досягнення надвисокої одномолярної концентрації у поживному 

середовищі необхідно було використовувати хелатований цитратом Cu2+. За 

відсутності хелатора катіон Cu2+ осаджується до Cu(OH)2 за pH 4,6 і вище. 

Відповідно до головних положень термодинамічного прогнозування 

теоретично допустимо, що мікроорганізми можуть здійснювати усі ті реакції 

взаємодії зі сполуками Купруму, редокс-потенціал яких знаходиться всередині поля 

термодинамічної стійкості води. Звідси випливає, що мікроорганізми можуть 

існувати та взаємодіяти зі сполуками Купруму навіть за її надвисокої одномолярної 

концентрації (1 моль/л або 63 546 мг/л Cu2+). Отже, теоретично-допустима наявність 

надстійких до Купруму мікроорганізмів у природних та техногенних мікробіомах. 

Саме тому ми дослідили (див. наступний розділ) стійкість мікроорганізмів природних 

і техногенних біогеоценозів до Купруму у надвисоких концентраціях. 
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3.2 Стійкість мікроорганізмів природних та техногенних біогеоценозів до 

цитратної та іонної форм Cu(II) 

Припущення про те, що хелатування призводить до зменшення токсичності 

сполук Cu2+, було підтверджено експериментально на прикладі мікробіомів, 

виділених з 9 природних та 2 техногенних біогеоценозів. Для дослідження стійкості 

мікроорганізмів до сполук Купруму обрано мікробіоми природних біогеоценозів 

п’яти географічних зон Землі. Із зразки ґрунту, глин та піску виділяли 

купрумрезистентні мікроорганізми (КРМ) у присутності як Cu2+, так і цитрату Cu2+. 

Мікробіоми природних біогеоценозів проявляють гомеостаз (сталість 

існування) за дії екстремальних факторів. Для отримання кількісних показників 

гомеостазу за дії рочинних сполук Купруму(ІІ) були визначені: кількість 

мікроорганізмів (КУО/г) у концентраційному діапазоні 100‒15 500 мг/л Cu2+, 

максимально-допустима концентрація Cu(ІІ), а також коефіцієнт концентраційної 

стійкості (KR). 

Раніше нами було показано, що хелатування Сu2+ цитратом не 

супроводжувалося істотним зменшенням токсичності цього катіону для колекційного 

штаму Escherichia coli УКМ В-926, який не був стійким до сполук металів та не ріс за 

концентрації 200 мг/л Сu2+ у хелатованій цитратом формі. 

Як приклад впливу сполук токсичного Купруму на мікробіом природної 

екосистеми можна розглянути відповідь мікроорганізмів чорноземного грунту. 

Вперше показано, що в екологічно-чистому, незабрудненому металами 

чорноземному ґрунті України наявні мікроорганізми, які стійкі до хелатованого 

цитратом Cu(II) у надвисоких концентраціях – 10000 мг/л Сu2+(рис. 3.2). На перший 

погляд існування мікроорганізмів за таких надвисоких концентрацій Купруму 

суперечить загальноприйнятому уявленню про бактеріостатичні та навіть 

бактерицидні властивості Сu2+ у концентраційному діапазоні 20…100 мг/л [59]. 

Проте, це протиріччя уявне. З отриманих нами даних видно, що збільшення 

концентрації Сu2+ призводить до вкрай негативних наслідків (рис. 3.2). 
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Рис. 3.2 Купрум-резистентність черноземного мікробіому у коцентраційному 

градієнті цитрату Cu2+ 

Навіть за концентрації 200 мг/л Cu2+ кількість КУО зменшувалася у 2 рази, а 

при збільшенні вмісту Cu2+ до 2000 мг/л – у 8,5 разів. Кількість мікроорганізмів за 

концентрацій, що не перевищували навіть 2000 мг/л Сu2+, катастрофічно 

знижувалася. Таким чином, нами ще раз експериментально підтверджено загально 

біологічну закономірність щодо токсичної дії Купруму на мікроорганізми. Проте, 

принципово новим є те, що кількість мікроорганізмів, які виросли за високих 

концентрацій міді (2000…6000 Сu2+ мг/л), становила сотні тисяч клітин у грамі 

ґрунту. Так, за надвисоких концентрацій Купруму (2000 та 8000 мг/л Сu2+) кількість 

мікроорганізмів залишалася дуже високою, (4,2±0,2)×105 та (1,9±0,01)×105 КУО/г 

відповідно. Нарешті, принципово новим є той факт, що за надвисокої концентрації 

Купруму (10000 мг/л Сu2+) чорноземний ґрунт містив сотні життєздатних 

мікроорганізмів – (7,6±0,4)×102 КУО/г (рис. 3.2). 

 Значно меншу стійкість до Сu2+ проявляли мікроорганізми, якщо Купрум був 

присутній у середовищі у вигляді нехелатованого катіону Сu2+. Так, якщо МДК для 

хелатованої форми Купруму становила 10000 мг/л Сu2+, то для нехелатованої сполуки 

(СuSO4) МДК дорівнювала 500 мг/л Сu2+ (рис. 3.3). Отже, стійкість мікроорганізмів 

до Купруму у катіонній формі (Сu2+) була меншою у 20 разів у порівнянні з 

хелатованою (цитрат Сu2+). Звідси випливає, що утворення комплексних сполук з 
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мікробними екзометаболітами (органічними кислотами) може слугувати захисним 

механізмом, що підвищує стійкість мікроорганізмів до токсичного катіону Сu2+ як це 

і було передбачено термодинамічним прогнозуванням. Важливим є те, що загально 

біологічна закономірність щодо негативної дії Купруму підтверджувала також і у 

варіанті з нехелатованим Сu2+: за концентрації 200 мг/л кількість мікроорганізмів 

зменшується у 8 разів, порівняно з контролем. Проте, навіть при 500 мг/л Сu2+ 

кількість мікроорганізмів становила (3,8±0,2)×102 КУО/г. 

 

Рис. 3.3 Стійкість чорноземного мікробного угрупування до катіону Сu2+ (у формі 

CuSO4) 

Залежність кількості життєздатних мікроорганізмів від концентрації Купруму 

описується гіперболічною кривою, на «правому плечі» якої показано наявність 

надстійких купрумрезистентних мікроорганізмів (рис. 3.2, рис. 3.3). Ефект «правого 

плеча» гіперболи підтверджено як на прикладі катіону Сu2+, так і на прикладі цитрату 

Сu2+ (рис. 3.2, рис. 3.3). 

Для підтвердження гіпотези, що у будь-якій іншій екосистемі існують 

купрумрезистентні мікроорганізми та мають місце згадані закономірності, проведено 

скринінг екосистем різних географічних зон. Усі досліджувані екосистеми 

відрізнялися за комплексом типових для них екстремальних факторів (високі та 

низькі температури, висока солоність, УФ-випромінювання тощо). Екосистеми 

Арктики та Антарктики характеризуються низькими температурами (– 45 – +10 °С). 
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Екосистеми Мертвого моря та Еквадору характеризуються надмірним 

ультрафіолетовим випромінюванням, а також високими температурами (+40 – 

+50 °С). Незважаючи на різницю у температурі, інтенсивне УФ-випромінювання є 

притаманним як для Арктики та Антарктики, так і для екосистем Еквадору та 

Мертвого моря. На відміну від згаданих екстремальних екосистем, у печерних 

біогеоценозах екстремальні фактори практично відсутні. Наприклад, у карстових 

печерах «Оптимістична» та «Атлантида» відсутні будь-які техногенні забруднення, 

стабільна температура від +12 до +14 °C, а також відсутні Cu2+ та УФ-

випромінювання. Методом атомно-абсорбційної спектроскопії встановлено, що 

зразки природних біогеоценозів містять Cu(II) у низьких концентраціях, від 7,6 до 

27,2 мг/кг зразка (табл. 3.1). Так, найнижча концентрація Купруму спостерігалась у 

зразку з Мертвого моря, найвища - в біогеоценозі карстової печери «Оптимістична» 

(табл. 3.1). 

Було підтверджено гіпотезу про те, що мікроорганізми, стійкі до токсичних 

сполук Cu(II) у високих концентраціях, існують у будь-якому природньому 

біогеоценозі. Так, кількість стійких до Cu2+ 1000 мг/л (у формі цитрату) 

мікроорганізмів становила від (2,3±0,2)×103 (Ізраїль, Мертве море) до (1,8±0,1)×106 

КУО/г (Україна, Київська область) (рис. 3.4). 

 

Рис. 3.4 Висока стійкість мікроорганізмів 9 природних екосистем до Cu2+ у формі 

цитрату 

У той же час, у досліджуваних екосистемах присутні мікроорганізми, стійкі до 

Cu2+ у значно вищих концентраціях (від 2000 до 15500 мг/л) (табл. 3.1). Їх кількість 
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коливалася від (1,1±0,06)×102 до (7,0±0,4)×103 КУО/г. Це свідчить про високий рівень 

гомеостазу мікробіомів природних екосистем до розчинних сполук Cu(ІІ). 

Таблиця 3.1  

Кількісна характеристика купрумрезистентних мікроорганізмів у біогеоценозах 

№  Місце 

відбору 

проб 

Мікро-

біоценоз 

Вміст 

Cu у 

зразках, 

мг/кг 

Кількість КРМ, 

що виросли на 

середовищі NA 

з 1000 мг/л 

Cu2+, КУО/г 

МДК у 

середо-

довищі 

NA, мг/л 

Кількість КРМ, 

що виросли на 

середовищі NA 

за МДК Cu2+, 

КУО/г 

1 Арктика, 

Архіпелаг 

Свальбард 

ґрунт 

22,6 (1,12±0,06)×105 3800 (1,5±0,08)×103 

2 Антарктида,  

о. Десепшн 

ґрунт 
13,5 (8,9±0,7)×104 15500 (5,0±0,3)×102 

3 Антарктида, 

о. Галіндез 

ґрунт 
23,2 (1,33±0,06)×104 8500 (1,1±0,05)×102 

4 Еквадор, 

Регіон 

Папаллакта  

ґрунт 

23,6 (1,4±0,07)×105 4000 (1,0±0,07)×103 

5 Україна, 

Київська 

область 

ґрунт 

8,3 (1,8±0,1)×106 10500 (7,6±0,4)×102 

6 Україна, 

печера 

“Оптимісти

чна” 

глина 

27,2 (3,5±0,2)×104 4000 (1,28±0,06)×103 

7 Ізраїль, 

Мертве 

море 

пісок 

7,6 (2,3±0,02)×103 600 (5,1±0,3)×102 

8 Україна, 

печера 

“Атлантида

” 

палео- 

ґрунт 
- (3,7±0,2)×103 2400 (1,9±0,02)×103 

9 Україна, 

печера 

“Атлантида

” 

глина 

- (4,25±0,2)×103 2000 (7,0±0,4)×103 

*КРМ – купрумрезистентні мікроооганізми 
**МДК  – максимально-допустима концентрація 
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Залежно від модифікації Купруму змінювався рівень його токсичності. 

Наприклад, нерозчинні сполуки Купруму (Cu(OH)2↓, CuCO3↓ тощо) є 

малотоксичними або цілком нетоксичними для мікроорганізмів. Розчинні сполуки 

Cu(II) є носіями високого редокс-поенціалу (від +354 ± 45 до +610 ± 35 мВ для 

цитратної та катіонної форм Купруму відповідно). 

На прикладі мікробіому чорноземного ґрунту показано, що токсичність CuSO4 

значно перевищує токсичність Cu(II) у комплексі з цитратом. Встановлено, що 

хелатування цитратом збільшує стійкість мікроорганізмів чорноземного ґрунту до 

Cu2+ у 20 разів. Цей факт має термодинамічне обгрунтування. Так, сульфат купруму 

за своїми властивостями є кисло-гідолізуючим, і у розчинах він має рН у діапазоні 

3,2…3,5. Загальновідомо, що закислення розчину (зниження рН) призводить до 

пропорційного збільшення редокс-потенціалу. При збільшенні концентрації CuSO4 у 

розчині закономірно збільшується як концентрація Cu2+, так і концентрація Н+, і тому 

за одномолярної концентрації Cu2+ редокс-потенціал є дуже високим (+610  ±  45 мВ, 

рис. 3.1) Проте хелатування Cu2+ цитратом дозволяє отримати розчинну комплексну 

сполуку Купруму(ІІ) у широкому діапазоні рН, від 0,0 до 9,0. За стабілізації рН на 

рівні 7,0 збільшення концентрації Купруму(ІІ) не призводить до зростання редокс-

потенціалу розчину. Саме тому редокс-потенціал цитрату Купруму(ІІ) є невисоким 

(+354 мВ) та не підвищується при збільшенні концентрації купруму від 0,2 до 1,0 

моль/л Cu2+ (рис. 3.1). За одномолярної концентрації Купруму(ІІ) розчин Cu2+ має 

редокс-потенціал на 220 мВ вищий, ніж розчин цитрату Cu2+. Очевидно, що істотною 

складовою негативної дії металів на мікроорганізми є високий редокс-потенціал. 

Тому є очевидним, що високопотенційний Cu2+ є значно токсичнішим, ніж цитрат 

Cu2+. 

Було визначено максимально-допустиму концентрацію Cu2+ для всіх 

досліджуваних мікробіомів за використання двох модифікацій Купруму (хелатований 

цитратом та у формі катіону Cu2+). У дослідженнях використовували два варіанти 

поживного середовища – поживний агар NA та мінеральне середовище, у якому були 

відсутні будь-які хелатуючі агенти (рис. 3.5). 
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Рис. 3.5 Порівняння МДК розчинних сполук Cu2+ для мікроорганізмів, виділених з 

мікробіоценозів різних географічних зон земної кулі Cu2+ (P ≤ 0,05) 

Встановлено високі значення МДК Cu2+ для мікробіомів усіх досліджених 

біогеоценозів (від 175 до 15500 мг/л Cu2+). Найбільш стійкими були антарктичні 

мікроорганізми, виділені з біогеоценозу острова Десепшен (рис. 3.5, зразок №2, 

таблиця 3.1). Експериментально підтверджено, що хелатування призводить до 

підвищення стійкості мікроорганізмів до Купруму(ІІ). Так, стійкість мікробіому до 

хелатованого купруму(ІІ) була у 31 раз вищою у порівнянні з  нехелатованим 

катіоном Cu2+. Для хелатованого купруму(ІІ) МДК становила 15500 мг/л Cu(ІІ), а для 

Cu2+ - лише 500 мг/л. 

Стійкість мікроорганізмів о. Десепшн до катіону Cu2+ у середовищах NA та MC 

не відрізнялася. Так, МДК в обох випадках становила 500 мг/л Cu2+. Однак МДК Cu2+ 

у формі цитрату в мінеральному середовищі була в 11 разів нижчою, ніж у поживному 

агарі (зразок №2). МДК Cu2+ у формі цитрату становила 15500 мг/л, у формі катіону 

Cu2+ – 1400 мг/л (15500:1400 = 11,07). 

Таку відмінність у стійкості до цитрату Cu2+ можна пояснити тим, що у 

середовищі містяться у високій концентрації амінокислоти, які теж є хелатуючими 

сполуками, і разом з цитратом зменшують токсичність Cu2+. Проте, на нашу думку, 

головною причиною такого підвищення стійкості є значно більша концентрація 

джерел вуглецю і енергії у NA у порівнянні з мінеральним середовищем. 
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Найменшу стійкість до катіону Cu2+ мали мікроорганізми з карстової печери 

«Атлантида» (зразок №8). Стійкість цих мікроорганізмів у мінеральному середовищі 

була зникаюче малою. Навіть за концентрації 2 мг/л Cu2+ спостерігалось 

катастрофічне зменшення кількості мікроорганізмів. Проте, максимально допустима 

концентрація Cu2+ у формі нехелатованого катіону в середовищі NA була в 87,5 разів 

вищою (175:2 = 87,5) внаслідок наявності у середовищі амінокислот-хелаторів (табл. 

3.2). 

Таблиця 3.2  

Стійкість мікроорганізмів, виділених з біогеоценозів, до Cu2+ у різних модифікаціях 

та середовищах 

 

Характеристика зразків 

[Cu2+×cit] 

+ NA, 

МДК, 

мг/л 

Cu2++ 

NA, 

МДК, 

мг/л 

[Cu2+×cit] 

+ MС, 

МДК, 

мг/л 

Cu2++ 

MС, 

МДК, 

мг/л 

1 Арктика, Архіпелаг Свальбард 3800 450 2800 20 

2 Антарктида, о. Десепшн 15500 500 1400 500 

3 Антарктида, о. Галіндез 8500 400 1200 150 

4 Еквадор, регіон Папаллакта 4000 500 600 10 

5 Україна, Київська область 10500 600 2600 175 

6 Україна, печера “Оптимістична” 4000 250 1800 100 

7 Ізраїль, Мертве море 1200 350 800 25 

8 Україна, печера “Атлантида” 2400 175 1 2 

9 Україна, печера “Атлантида” 2000 200 200 3 

* NA - nutrient agar; МС – мінеральне середовище; МДК – максимально-допустима 

концентрація; [Cu2+×cit] – тризаміщенний цитрат Cu2+ 

Було показано, що збільшення концентрації Cu2+ призводить до значного 

зменшення кількості живих мікроорганізмів (рис.3.5). 

Незважаючи на високу токсичність сполук Купруму, кількість живих клітин 

мікроорганізмів у природних екосистемах досягла сотень і тисяч за наявності Cu2+ у 

концентрації 175… 15500 мг/л. За рівнем стійкості до Купруму виділені 

мікроорганізми відносили до трьох основних груп: низькостійкі (20 ... 175 мг/л Cu2+), 

середньостійкі (175 ... 1000 мг/л Cu2+) та високостійкі (1000…15500 мг/л Cu2+). 
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Мікроорганізми з Антарктиди (о. Десепшн) були високостійкими до Cu2+ (МДК = 15 

500 мг/л) у формі цитрату у середовищі NA (рис. 3.6). Кількість КРМ становила (5,0 

± 0,3)× 102 КУО/г за цієї надвисокої концентрації. Незважаючи на те, що виділені 

мікроорганізми відрізнялися за рівнем стійкості до Купруму, його концентрації, за 

яких росли мікроорганізми були такими, що для більшості хемоорганотрофних 

мікроорганізмів є бактерицидними. 

 

Рис. 3.6 Залежність кількості життєздатних мікроорганізмів від концентрації 

Купруму у формі цитрату у середовищі NA (P ≤ 0,05) 

  

Таким чином, було експериментально підтверджено загальну біологічну 

закономірність щодо токсичної дії Купруму на мікроорганізми (рис. 3.6). Принципово 

новим є той факт, що навіть за МДК Cu2+ кількість мікроорганізмів становила сотні і 

тисячі життєздатних клітин (табл. 3.1). 

У мінеральному середовищі стійкість мікроорганізмів до цитрату Cu2+ була 

значно нижчою, ніж у поживному агаризованому середовищі NA.  Мікроорганізми 
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екосистеми Арктики були найбільш стійкими до Cu2+  у формі цитрату у мінеральному 

середовищі (зразок №1, табл. 3.1, 3.2, рис. 3.7). 

 

Рис. 3.7 Стійкість мікроорганізмів природних біогеоценозів до цитрату Cu2+ за 

культивування у мінеральному середовищі 

Максимально-допустима концентрація Cu2+ для арктичного мікробіому 

становила 2800 мг/л. За такої концентрації кількість купрумрезистентних 

мікроорганізмів була високою і становила (1,5±0,08)×103 КУО/г. 

На відміну від арктичного мікробіому, мікроорганізми з палеогрунту та глини 

печери “Атлантида” були малостійкими як до цитрату Cu2+, так і до катіону Cu2+. 

Кількість живих клітин катастрофічно зменшилася з незначним збільшенням 

концентрації цитрату Cu2+. Так, кількість мікроорганізмів знизилася з (8,4±0,4)×103 

до (1,9±0,01)×103 КУО/г (палеоґрунту) та (6,4±0,3)×102 КУО/г (глина) за концентрації 

50 та 200 мг/л Cu2+ (рис. 3.7). Така низька стійкість може бути викликана низькою 

концентрацією мікроорганізмів, які здатні використовувати вуглеводи (глюкозу) як 

джерело вуглецю та енергії. Було показано, що в досліджуваних печерних 
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екосистемах домінували мікроорганізми, які добре ростуть на поживних 

середовищах, що містять високу концентрацію білків. 

Стійкість мікроорганізмів до катіону Cu2+ була значно нижчою, ніж до цитрата 

Cu2+ (табл. 3.2, рис. 3.8). 

 

Рис. 3.8 Стійкість мікроорганізмів природних екосистем до Cu2+ у формі катіону 

середовищі NА (P ≤ 0,05) 

Стійкість до катіону Cu2+ була у 8–31 та 14–140 разів меншою, ніж до цитрату Cu2+ на 

поживному агарі NA та мінеральному середовищі відповідно. Мікробіоми були 

малостійкими до катіону Cu2+ у МС. Причиною низької стійкості мікробіомів до Cu2+ 

(у порівнянні з цитратом Cu2+) є відсутність захисних сполук – хелаторів. Так, МДК 

катіону Cu2+ коливалася від 175 мг/л (Україна, карстова печера «Атлантида») до 600 

мг/л (Україна, Київська область) у середовищі NA (рис. 3.8). Кількість живих 

мікробних клітин за дії МДК нехелатної форми Cu2+ коливалася від (4,4±0,22)×102 
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КУО/г (Антарктида, о. Галіндез, мінеральне середовище, рис. 3.9) до (1,1±0,06)×104 

КУО/г (Україна, Київська обл., NA, рис. 3.8). 

 

Рис. 3.9 Стійкість мікроорганізмів природних екосистем до катіону Cu2+ у 

мінеральному середовищі 

Було виявлено два типи відповіді мікроорганізмів на вплив сполук Cu2+. 

Перший тип відповіді (корелятивний) характеризувався корелятивним і 

катастрофічним зменшенням кількості живих мікробних клітин у градієнті Купруму. 

Наприклад, мікроорганізми печери “Атлантида” були стійкі лише до 2 мг/л Cu2+ 

(рис. 3.8, В). Так, у контрольному варіанті без Cu2+ кількість мікробних клітин 

становила (1,1±0,06)×104 КУО/г. Кількість мікроорганізмів зменшилася у 8,6 разів до 

(1,3±0,07)×103 КУО/г з підвищенням концентрації Cu2+ до 1 мг/л Cu2+ та до 

(1,1±0,06)×103 КУО/г лише за 2 мг/л Cu2+. Мікроорганізми не виживали з подальшим 

підвищенням концентрації Cu2+. Другий тип відповіді на наявність Купруму був 

некорелятивним, при якому збільшення концентрації Купруму не призводило до 

катастрофічного зменшення кількості мікроорганізмів Це підтверджено на прикладі 
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мікробіомів Арктики, архіпелагу Свальбард та о. Десепшн, а також України (Київська 

область). За такого типу відповіді кількість мікроорганізмів залишалося на сталому 

рівні зі збільшенням концентрації Cu2+ від 6000 до 9000 мг/л (рис. 3.6), Антарктида, 

о. Десепшн). Так, вперше було показано, що незважаючи на те, що сполуки Cu(ІІ) 

призводять до катасторофічного зменшення кількості мікроорганізмів у 

біогеоценозах, у переважній їх більшості є мікроорганізми, що стійкі до надвисоких 

концентрацій розчинних сполук Купруму(ІІ). Для досліджуваних екосистем був 

розрахований коефіцієнт концентраційної резистентності KR, що є кількісним 

показником гомеостазу мікроорганізмів за наявності Купруму як екстремального 

фактору (табл. 3.3). Цей коефіцієнт характеризував у скільки разів максимально 

допустима концентрація Купруму для мікроорганізмів переважала його 

концентрацію у досліджуваному зразку (ґрунту, глини, тощо). Тобто чисельно KR 

співвідношенням МДК до концентрації загального Купруму у зразку з екосистеми. 

Таблиця 3.3  

Значення коефіцієнтів концентраційної резистентності за різних умов 

культивування 

№ 

зразка Місце відбору зразка KR
1 KR

2 KR
 3 KR

4 

1 Арктика, Архіпелаг 

Свальбард 
168,1 19,9 123,9 0,9 

2 Антарктида, о. 

Десепшн 
1148,1 37,0 103,7 37,0 

3 Антарктида, 348,9 17,0 51,0 6,4 

4 о. Галіндез 169,5 21,2 25,4 0,4 

5 Еквадор, 1265,0 72,3 301,2 21,0 

6 Регіон Папаллакта  147,0 9,2 64,3 3,7 

7 Україна, Київська 

область 
157,9 46,0 105,2 3,3 

8 Україна, печера 

“Оптимістична” 
800 58 0,33 0,66 

9 Ізраїль, Мертве море 666,6 6,66 6,66 1,0 

* 1у середовищі NA з[Сu2+×Na3cit]; 2у середовищі NA з катіоном Cu2+; 3у мінеральному 

середовищі з [Сu2+×Na3cit]; 4мінеральному середовищі NA з катіоном Cu2+ 
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За розрахунками найвищі коефіцієнти були отримані для мікроорганізмів о. 

Десепшен (№ 2, табл. 3). У середовищі NA з цитратом Сu2+ KR був дуже високим і 

становив 1148. Найнижчі коефіцієнти були розраховані для мікробіомів печери 

“Атлантида”, що свідчило про їх низькі показники гомеостазу до Сu2+. Слід 

зазначити, що максимально допустима концентрація Сu2+ для виділених 

мікроорганізмів у десятки і сотні разів перевищувала концентрацію Купруму у 

зразках. Представлені результати щодо коефіцієнтів свідчать про високі кількісні 

показники гомеостазу мікробіомів досліджуваних біогеоценозів до Купруму. 

 

3.3 Види взаємодії мікроорганізмів природних біогеоценозів з Cu(II) 

Досліджувані мікробіоми природних біотопів були не тільки стійкими до 

сполук токсичного Купруму, а також взаємодіяли з ним – накопичували у клітинах та 

відновлювали до нерозчинного та нетоксичного оксиду Cu2O↓. Під накопиченням ми 

розуміємо акумуляцію Cu2+ у мікробних клітинах без зміни валентності. Для 

прикладу було досліджено кількісний розподіл мікроорганізмів за типами взаємодії з 

Cu2+ - накопичення та відновлення. Взаємодія мікроорганізмів зі сполуками Купруму 

відбувалася за їх росту як на багатому поживному середовищі NA, так і на 

мінеральному вуглеводвмісному середовищі. Наприклад, мікробіом чорноземного 

ґрунту взаємодів з Cu2+ у діапазоні концентрацій 500…10500 мг/л Cu2+ (рис. 3.10). 
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Рис. 3.10 Кількісне розподілення купрумрезистентних мікроорганізмів у 

чорноземному ґрунті за типами взаємодії з Cu2+ за культивування у середовищі NA з 

цитратом Cu2+: коричневі стовбці – кількість КУО за росту на середовищі NA без 

Cu2+; зелені стовбці – накопичення; сині стовбці – відновлення; жовті стовбці – 

відсутність взаємодії. 

За наявності Cu2+ у концентрації 500 мг/л 34,5% ((4,8±0,2)×105 КУО/г) 

мікроорганізмів, що містилися у зразку ґрунту накопичували Купрум, 14,7% 

((2,0±0,1)×105 КУО/г) відновлювали двовалентний Купрум до одновалентного оксиду 

Cu2O↓, а 50,7% ((7,1±0,4)×105 КУО/г) не взаємодіяли з ним (рис. 3.10). У міру того як 

конценрація Cu2+ підвищувалася, усі мікроорганізми, що виросли, взаємодіювали з 

ним (накопичували та відновлювали). У діапазоні концентрацій від 1000 до 7000 мг/л 

Cu2+ спостерігався подібний рівень як відновлення, так і накопичення Купруму у 

мікробних колоніях (рис. 3.10). Наприклад, за концентрації 6000 мг/л Cu2+ 41,8% 

((8,1±0,4)×104 КУО/г) мікроорганізмів накопичували його, а 58,2% ((1,1±0,06)×105 

КУО/г) відновлювали. Однак, з подальшим підвищенням концентрації Купруму 

мікроорганізми лише акумулювали Cu2+. Так, у концентраційному діапазоні 

9000…10500 мг/л Cu2+ 100% колоній, що виросли на агаризованому середовищі NA 

накопичували двовалентний Купрум (рис. 3.11). 
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Рис. 3.11 Накопичення та відновлення Cu2+ у колоніях мікроорганізмів чорноземного 

ґрунту України 

Іншим прикладом взаємодії мікроорганізмів зі сполуками Cu2+ було його 

відновлення до коричневого оксиду Cu2O↓. Так, мікробіом, що був виділений з ґрунту 

Еквадору відновлював сполуки Cu2+ у концентраційному діапазоні 100…500 мг/л 

(рис. 3.12). Відновлення Купруму відбувалося як за росту на середовищі NA, так і на 

мінеральному вуглеводвмісному середовищі. Наприклад, кількість мікроорганізмів у 

ґрунті Еквадору, що були здатними до відновлення Купруму становила (1,4±0,07)×105 

КУО/г за концентрації 100 мг/л та (4,9±0,2)×102 КУО/г за концентрації 500 мг/л у 

середовищі NA (рис. 3.12). 

 

Рис. 3.12 Відновлення сполук Купруму мікроорганізмами ґрунту Еквадору за росту 

на середовищі NA у присутності катіону Cu2+: коричневий стовбець – кількість КУО 
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за росту на середовищі NA без Cu2+; сині стовбці – відновлення; жовті стовбці – 

відсутність взаємодії 

У цьому діапазоні (100–500 мг/л Cu2+) 100% колоній, що виросли, спочатку 

накопичували Cu2+, а потім відновлювали його до нерозчинного оксиду Купруму(І), 

Cu2O↓. Про це свідчило коричневе забарвлення колоній, що характерне для оксиду 

одновалентного Купруму (Cu2O↓) (рис. 3.13). 

 

Рис. 3.13 Відновлення Cu2+до Cu2O↓ мікроорганізмами ґрунту Еквадору у присутності 

300 мг/л по катіону Cu2+ за культивування на поживному середовищі NA (A) та 

мінеральному вуглеводвмісному середовищі (Б) 

Відновлення відбувалося також за максимально-допустимих концентрацій 

Cu2+ для цього мікробіому у NA та мінеральному вуглеводвмісному середовищах. За 

концентрації 50 мг/л не спостерігалася взаємодія мікроорганізмів з Купрумом, однак 

з підвищенням його концентрації до 100 мг/л мікроорганізми активно відновлювали 

його. Так само і взаємодіяли з Купрумом і мікроорганізми арктичного ґрунту. У 

концентраційному діапазоні 600…1800 мг/л Cu2+ у формі цитрату у мінеральному 

середовищі, мікроорганізми активно накопичували і відновлювали сполуки Купруму. 

Наприклад, за концентрації 1200 мг/л Cu2+ лише 14,8% (9,3×103 КУО/г) колоній 

накопичували Купрум і 85,2% (5,4×104 КУО/г) накопичували і відновлювали (рис. 

3.14). 
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Рис. 3.14 Взаємодія мікроорганізмів арктичного ґрунту зі сполуками Купруму за 

культивування у мінеральному середовищі у присутності цитрату Cu2+: коричневі 

стовбці – кількість КУО за росту на середовищі NA без Cu2+; сині стовбці – 

відновлення; жовті стовбці – відсутність взаємодії. 

У міру того, як концентрація Cu2+ підвищувалася, а кількість життєздатних 

мікроорганізмів зменшувалася, більшість арктичних мікроорганізмів втрачали 

здатність до відновлення Купруму (рис. 3.14). Так, за максимальної концентрації Cu2+ 

у середовищі 99,2% мікроорганізмів накопичували  і лише 0,8% відновлювали. 

Таким чином, у досліджуваних біогеоценозах були присутні мікроорганізми, 

що здатні взаємодіяти зі сполуками Купруму: накопичувати та накопичувати і 

відновлювати. Взаємодія спостерігалася за високих концентрацій Купруму, від 100 

мг/л до 15 500 мг/л Cu2+ у присутності як хелатованої цитратом, так і нехлатованої 

форм Купруму. 
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3.4 Закономірності стійкості мікробіому техногенної екосистеми до сполук 

Купруму 

Для дослідження закономірностей стійкості мікроорганізмів техногенних 

екосистем до Купруму було обрано мікробіом осаду, що був вилучений з 

використаного картриджа від фільтра для очищення водопровідної води (рис. 3.15). 

 

Рис. 3.15 Система фільтра-кувшину для очищення питної води 

Купрумрезистентні мікроорганізми ізолювали на поживному агарі (NA, 

HiMedia) у присутності Сu2+ у двох модифікаціях. Перша модифікація містила цитрат 

Сu2+. У другій модифікації Купрум вносили у вигляді сульфату СuSO4 без додавання 

хелаторів.  

Фільтр містив велику кількість мікроорганізмів (рис. 3.16). За відсутності 

Купруму у середовищі кількість КУО становила 1,0105 кл/мл. Це свідчить про те, що 

водопровідна вода не відповідає санітарним вимогам. Максимально-допустима 

концентрація Купруму у іонній формі становила 125 мг/л (рис. 3.16), а у формі 

цитрату Сu2+ – 3500 мг/л (рис. 3.17). 

Для досліджуваного мікробіому характерним є перший тип відповіді, тобто 

корелятивний - у концентраційному градієнті Сu(ІІ) кількість мікроорганізмів 

катастрофічно зменшувалась. Проте навіть за МДК кількість купрумрезистентних 

мікроорганізмів була високою. За концентрації 125 мг/л Сu2+ кількість клітин 

становила (2,91±0,3)×103 КУО/г, а за 3500 мг/л цитрату Сu2+ – (1,94±0,04)×103 КУО/г 

фільтру. 
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Рис. 3.16 Стійкість мікробіому фільтра для води до сполук Cu2+ 

 

Підвищення концентрації Купруму навіть до 50 мг у середовищі культивування 

призводило до катастрофічного зниженні кількості живих мікроорганізмів на порядок 

(рис. 3.16). Стійкість мікроорганізмів до Купруму мала гіперболічну залежність. 

Тобто, зниження концентрації живих клітин мікроорганізмів відбувалося у формі 

гіперболічної кривої, на «правому плечі» якої існує зникаюча кількість 

мікроорганізмів, що стійкі до високої концентрації досліджуваних металів (рис. 3.16). 

Оскільки у водопрвідній воді присутні розчинні органічні сполуки (зокрема 

кислоти), було досліджено стійкість мікробіому фільтру для води до Cu2+ 

хелатованого цитратом. Було встановлено, що стійкість мікроорганізмів до цитрату 

Cu2+ була у 28 разів вищою, ніж до іонної нехелатованої форми. Так, МДК цитрату 

Cu2+ становила 3500 мг/л (рис. 3.17), а Cu2+ – 125 мг/л (рис. 3.17). 
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Рис. 3.17 Стійкість мікробіому фільтру для води до хелатованого цитратом Cu2+ 

За максимально-допустимої концентрації Cu2+ у формі цитрату (3500 мг/л), 

кількість живих клітин мікроорганізмів також була високою та становила 

(1,94±0,04)×103 КУО/г. Нами встановлено наявність великої кількості 

купрумрезистентних мікроорганізмів, що були ізольовані з наповнювача для фільтра, 

який використовували для очищення водопровідної води. Отже, системи 

водопостачання м. Києва є застарілими, враженими процесами корозії та ерозії 

трубопроводів. 

Отримані результати свідчать про те, що термодинамічно обгрунтовані 

закономірності взаємодії мікроорганізмів зі сполуками Купруму притаманні також і 

для техногенних біогеоценозів. Так, підтверджено, що мікроорганізми є більш 

стійкими до комплексних сполук Купруму(ІІ) у порівнянні з катіоном Cu2+ 

хелатування. Також доведено, що у техногенних біогеоценозах існують 

мікроорганізми, що стійкі до токсичних сполук Купруму(ІІ) у їх високій концентрації. 

Техногоенному мікробіому притаманний перший тип відповіді на збільшення 

концентрації Купруму(ІІ), а виживання мікроорганізмів у концентраційному 

градієнті Купруму(ІІ) має експоненційний характер  («гіперболічна» залежність). 

Основні положення розділу 3 викладено у наукових працях [160-167]. 
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4. РОЗДІЛ 4 БІОРІЗНОМАНІТТЯ ТА МОЛЕКУЛЯРНО-БІОЛОГІЧНІ 

ОСОБЛИВОСТІ НАДСТІЙКИХ ДО КУПРУМУ МІКРООРГАНІЗМІВ 

 

4.1 Культуральні та фізіолого-біохімічні особливості купрумрезистентних 

штамів  

Після визначення МДК Купруму(ІІ) у досліджених екосистемах, з них були 

виділені шами мідьрезистентних мікроорганізмів. Насамперед були ізольовані 

мікроорганізми, що не лише стійкі до сполук Купруму, але й взаємодіяли з ними. За 

видами взаємодії зі сполуками Купруму(ІІ) виділяли 2 групи штамів. Перша група – 

це штами, які накопичували Купрум (ІІ) без зміни його валентності, а друга група – 

ті, що накопичували та далі відновлювали Cu2+ до Cu2O↓. Мікроорганізми ізолювали 

та визначали їх таксономічне положення. Штами реізолювали як методом пересіву з 

окремих колоній, так і з рідкого поживного середовища, що містило інокулят та Cu2+ 

у концентрації 63546 мг/л (1 моль/л). Таксономічне положення купрумрезистентних 

штамів визначали за їх морфологічними, культуральними, фізіологічнимм, 

біохімічними та молекулярно-біологічними властивостями. 

За фізіологічними ознаками ізоляти UKR1 та UKR2 (Київська область), UKR3 

(архіпелаг Свальбард, Арктика) та UKR4 (о. Галіндез, Антарктида) були аеробами, 

грамнегативними паличками з середніми розмірами 0,3×2,2 мкм. Вказані штами були 

стійкими до Cu2+ у концентрації 63546 мг/л (1 моль/л) за культивування у рідкому 

середовищі NB, а також накопичували та відновлювали Cu2+. За росту на 

агаризованому середовищі NA вказані штами формували круглі, блискучі, 

напівпрозорі та слизисті напіввипуклі колонії з гладкою поверхнею. 

За визначення культуральних та фізіолого-біохімічних властивостей отримані 

такі результати. Тест API 20E показав, що усі досліджувані штами були здатними до 

утворення аргініндегідролази, утилізації цитрату, синтезу ацетону, окиснення 

глюкози та арабінози, тощо. У той же час біохімічні тести показали, що 

мікроорганізми не утворювали ß-галактозидазу, лізиндекарбоксилазу та не 

окиснювали D-маніт, інозитол та сорбіт. Штами UKR1, UKR3 та UKR4 були 

здатними синтезувати пігмент флюоресцеїн за росту на середовищі кінга В (рис. 4.1).  
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Рис. 4.1 Синтез флюоресцеїну купрумрезистентними мікроорганізмами за росту на 

середовищі Кінга В: А– Pseudomonas lactis UKR1; Б – Pseudomonas veronii UKR3; В 

– Pseudomonas veronii UKR4; Г– відсутність синтезу флюоресцеїну штамом 

Pseudomonas panacis UKR2.  

Жоден штам не синтезував піоціанін за росту на середовищі кінга А. Синтез 

флюоресцеїну (піовердіну) може свідчити про наявність ще одного механізму захисту 

від екстремальних факторів (зокрема іонів Cu2+) у досліджених штамів Pseudomonas. 

Ізолят Cop101 був виділений з глини печери Атлантида (с. Завалля, Хмельницька 

обл.). За морфолого-культуральними ознаками штам був близький до штамів UKR1–

UKR4. За росту на середовищі NA формував пігментовані жовті, блискучі, круглі, 

слизисті напіввипуклі колонії, що акумулювали сполуки двовалентного Купруму. За 

грамприналежністю купрумрезистентний штам Cop101 формував грамнегативні 

рухомі палички розміром 0,5–1,0х1–3 мкм. Штам утворював ß-галактозидазу, 

триптофандеаміназу, желатиназу, ацетон, однак не синтезував аргінідегідролазу, 

лізиндекарбоксилазу тощо. Штам Cop101 був резистентним до 2400 мг/л Cu2+ за росту 

у середовищі NA та накопичував Cu2+. 
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Інші бактеріальні купрумрезистентні штами були грампозитивними. Так, з 

ґрунту Еквадору (регіон Папаллакта) було ізольовано штам Cop102, що активно 

відновлював сполуки двовалентого Купруму у широкому діапазоні концентрацій Cu2+ 

(від 200 до 2000 мг/л). За морфологією бактерії були грампозитивними, 

паличкоподібними, здатними утворювати спори. За росту на поживному 

агаризованому середовищі ізолят формував кремово-коричневі, зморшкуваті колонії, 

що мали матову поверхню та нерівний край. За результатами тестів (використовуючи 

тест-систему API Coryne) ізолят був здатен відновлювати нітрати, утворювати ß-

галактозидазу, α-глюкозидазу, а також гідролізувати желатин. Штам був 

каталазопозитивним та здатним ферментувати глікоген, сахарозу, лактозу, мальтозу, 

манітол, тощо. 

Подібним за морфологічними ознаками до штаму з Еквадору був штам Cop99, 

що був виділений з глини печери «Оптимістична». За росту на поживному середовищі 

NA формував матові колонії, які з часом забарвлювалися у сіро-коричневий колір. 

Колонії мали круглу форму з нерівною зморшкуватою поверхнею. За 

морфологічними ознаками клітини ізоляту являли собою довгі грампозитивні 

паличкирозміром від 0,5–8,0 до 1,0–10 мкм, що були з’єднані у ланцюги та 

утворювали спори. За культивування у рідкому середовищі NB штам був стійким до 

Cu2+ у концентрації 63 546 мг/л (1 моль/л). Штам Cop99 також активно накопичував 

сполуки Купруму у мікробній біомасі. Ізолят ріс як у аеробних, так і факультативно-

анаеробних умовах. За результатами тестів API Coryne штам синтезував ß-

галактозидазу, α-глюкозидазу, ескулін (ß-глюкозидазу). Також мікроорганізми були 

каталазопозитивними, гідролізували желатин, ферментували глюкозу, рибозу, маніт, 

мальтозу, лактозу, сахарозу та глікоген. 

Штам Cop41 був ізольований із штучно забруденого Купрумом ґрунту під час 

експерименту по біоремедіації грунтів газонною травою та асоційованими 

мікроорганізмами. Клітини являли собою грампозитивні спороутворювальні 

палички. За відношенням до кисню були факультативними анаеробами. Штам 

активно взаємодіяв зі сполуками Купруму, накопичував та відновлював до Cu2O↓. За 
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росту на агаризованих середовищах штам формував кремові колонії, округлі, 

неправильної форми зі зморшкуватою поверхнею. За результатами тестів API Coryne 

штам був здатен ферментувати широкий спектр вуглеводів глюкозу, рибозу, маніт, 

мальтозу, лактозу, сахарозу та глікоген, синтезував ß-галактозидазу та каталазу. 

З піску «Мертвого моря» було виділено штам Cop98, що у рідкому поживному 

середовищі NB був стійким до Cu2+ у концентрації 63 546 мг/л (1 моль/л). Клітини 

являли собою грампозитивні коки, аероби. Штам активно взаємодіяв зі сполуками 

Купруму, накопичував та відновлював до Cu2O↓. За росту на агаризованих 

середовищах штам формував дрібні кремово-жовті колонії, круглі, блискучі з рівник 

краєм. За результатами тестів API Coryne ізолят синтезував каталазу, ß-галактозидазу, 

ескулін, а також ферментував глюкозу, рибозу, ксилозу, маніт, мальтозу, лактозу, 

сахарозу та глікоген. Серед усіх досліджуваних ізолятів лише цей штам синтезував 

уреазу. Однак ізолят не синтезував алкалін фосфатазу та не відновлював нітрати. 

Штам облігатно-анаеробних мікроорганізмів UKR6 був виділений під час 

зброджування багатокомпонентних харчових відходів з метою використання для 

порівняння можливості росту та взаємодії стійких та неадаптованих до Купруму 

мікроорганізмів з Cu2+. Ізолят не був адаптований до Cu2+. За морфологічними 

ознаками клітини ізолята були паличкоподібними, грампозитивними. Спостерігалося 

активне спороутворення під час культивування штаму UKR6. Для росту на 

агаризованих та рідких поживних середовищах потребував відновника (наприклад, 

цитрату Fe2+), оскільки ріс тільки за низьких значень редокс-потенціалу (Eh= –200…–

300 мВ). Колоній були білими, блискучими, неправильної форми, зіркоподібними. 

З вулканічного ґрунту Антарктиди (о. Десепшн) було ізольовано штам UKR5. 

Цей ізолят також був надзвичайно стійким до Купруму та акумуляв його в клітинах. 

За росту на рідкому поживному бульйоні NB був стійким до 63 546 мг/л Cu2+. Після 

аналізу культуральних та морфологічних ознак було встановлено, що доліджуваний 

штам є дріжджами. Клітини були овальними, випуклими. За росту на агаризованих 

поживних середовищах ізолят утворював круглі пігментовані червоні та блискучі 
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колонії, з рівним краєм на випуклою поверхнею. Фізіолого біохімічні особливості 

дріжджовго штаму представлені у табл. 4.1.  

Таблиця 4.1 

Асиміляція джерел вуглецю дослідженим штамом дріжджів 

Джерело 

вуглецю 

Ріст Джерело 

вуглецю 

Ріст Джерело 

вуглецю 

Ріст Джерело 

вуглецю 

Ріст 

Сахароза р Меліцитоза р Рибіт n Цитрат р 

Глюкоза р Сорбоза р Гліцерин р Сукцинат р 

Рамноза n Мелібіоза w Етанол р D-

глюкозамін 

n 

Мальтоза р Ксилоза р Інулін n Лактат р 

Целобіоза р Дульцит n Крохмаль n Саліцин n 

Лактоза n Еритрит n Глюконат 

натрію 

р Гексадекан n 

Галактоза р Маніт n Ме-

глікозид 

n Глюкон-о-

лактон 

р 

Рафіноза р Сорбіт n N-ацетил- 

D-

глюкозамін 

n Глюкуронова 

кислота 

n 

Рибоза р Інозит n L-

арабіноза 

р - - 

Трегалоза n Ксиліт р D-

арабіноза 

р - - 

Примітка: n – відсутність росту, p – наявність росту, w - слабкий ріст 

Разом з тим штам UKR5 не був здатен засвоювати нітрат, нітрит та не міг 

ферментувати глюкозу. Однак, міг рости в присутності 5% глюкози та 10% NaCl. За 

результатами дослідження фізіолого-біохімічних та культуральних властивостей, 

досліджуваний штам UKR5 було віднесено до виду Rhodotorula mucilaginosa. 

 

4.2 Таксономічне положення купрумрезистентних мікроорганізмів 

На основі філогенетичного аналізу нуклеотидної послідовності гену 16S рРНК 

було виявлено, що чотири надстійкі штами належали до роду Pseudomonas. 

Використовуючи BlastN у базі даних рибосомних 16S ДНК GenBank було виявлено, 

що Pseudomonas sp. штам UKR1 з Київської області як P. lactis (100% ідентичність до 

штаму P. lactis DSM 29167; NR_156986), Pseudomonas sp. штам UKR2 з Київської 

області належав до виду P. panacis (99,21% ідентичність до штаму P. panacis 
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CG201106; NR_043195), а два ізоляти з архіпелагу Свальбард та о. Галіндез 

(Pseudomonas sp. штам UKR3 та UKR4) належали до виду P. veronii (99,15% та 99,61% 

ідентичність із штамом P. veronii CIP 104663; NR_028706.1 відповідно). Ці філогенези 

були підтверджені вирівнюванням та побудовою філогенетичного дерева. Геноми 

чотирьох штамів було повністю секвеновано, а статистичні дані щодо збірки та 

загальні особливості геномів зведено в таблицю 4.2. 

Таблиця 4.2 

Загальні особливості секвенованих геномів чотирьох ізолятів Pseudomonas 

Штами UKR1 UKR2 UKR3 UKR4 

Статистика зборів 

N50 (bp) 7122 10124 11442 12356 

Найбільший 

зібраний геномний 

контіг (bp) 

53476 68185 125256 148322 

Кількість зібраних 

контигів 

1139 839 927 884 

Загальні геномні особливості 

Розмір геному (bp) 5939518 6257067 7204846 7102407 

Кількість генів 5648 5936 6961 6765 

ГЦ, % 60 60 60 61 

Кодуючих основ, % 89,6 89,51 89,54 89,72 

Кількість генів 16S 

рРНК 

1 1 1 1 

Кількість генів 23S 

рРНК 

1 1 1 1 

Кількість генів 

тРНК 

25 29 30 28 

Кількість генів 

з передбаченням 

функції 

4696 4760 5673 5559 

без передбачення 

функції 

872 1089 1187 1107 

з COG 3922 3949 4628 4657 

Номер доступу 

WGS до GenBank 

VWXW01 VWXV01 VWXU01 VWXT01 

 

Для усіх штамів Pseudomonas показано філогенетичну дендрограму, що 

ілюструє їх зв’язок серед близькоспоріднених видів (рис. 4.2). 
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Рис. 4.2 Таксономічне положення ізольованих штамів Pseudomonas  
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Для визначення таксономічного положення штаму Cop101 використовували 

філогенетичний метод на основі аналізу гену 16s рРНК. Філогенетичне дерево, 

зроблене з типових штамів видів роду Pantoea представлено на рис. 4.3.  

 

Рис. 4.3 Філогенетичне дерево, побудоване за викорисатння близькоспоріднених 

видів методом приєднанняя сусідів (за допомогою програмного забезпечення 

MEGAX). Вихідні значення (%) задаються у вузлах, отриманих повторенням аналізу 

1000 разів. Розмір шкали харакеризує 0,02 заміни нуклеотидів на позицію 

нуклеотиду. Штам FJ972536 Pseudomonas fluorescens вказано для “укорінення” 

філогенетичного дерева 

Як показано на дендрограмі, досліджуваний штам Cop101 утворив окремий 

кластер з видами Pantoea agglomerans (рис. 4.3). За даними BlastN подібність Cop101 

з штамами P. agglomerans DSM 3493 (NR_041978.1), P. agglomerans NCTC9381 

(NR_114735.1), P. agglomerans NBRC 102470 (NR_114111.1) становила 99,37%, 
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99,28% та 99,19% відповідно. Згідно філогенетичного аналізу, штам Cop101 належав 

до виду Pantoea agglomerans. 

За результатами аналізу фізіолого-біохімічних особливостей штамів Cop41, 

Cop99 і Cop102 ізоляти було віднесено до роду Bacillus. Для визначення видової 

приналежності штамів, їх таксономічного положення використовували 

філогенетичний метод на основі аналізу гену 16S рРНК. Для трьох вище вказаних 

штамів будували спільне філогенетичне дерево (рис. 4.4). 
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Рис. 4.4 Філогенетичне дерево, побудоване за використання близькоспоріднених 

видів методом приєднанняя сусідів (за допомогою програмного забезпечення 

MEGAX). Вихідні значення (%) задаються у вузлах, отриманих повторенням аналізу 

1000 разів. Розмір шкали харакеризує 0,010 заміни нуклеотидів на позицію 
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нуклеотиду. Штам Staphylococcus saprophyticus subs. saprophyticus ATCC 15305 

вказано для “укорінення” філогенетичного дерева 

З огляду на дендрограму штам Cop41 утворює окремий кластер з видом Bacillus 

velezensis (рис. 4.4). За даними BLAST його подібність до штаму B. velezensis FZB42 

(NR_075005.2) становила 99,04%, а до штаму B. velezensis CBMB205 (NR_116240.1) 

– 98,95%. Досліджуваний штам Cop41 також був високоподібним і до виду Bacillus 

amyloliquefaciens. Подібність до B. amyloliquefaciens BCRC (NR_116022.1) та B. 

amyloliquefaciens NBRC (NR_112685.1) становила 99,04%. 

Інший купрумрезистентний штам Cop99 на дендрограмі об’єднаний з видом 

Bacillus megaterium у спільний кластер. Кластер включав подібні до Cop99 штами 

Bacillus megaterium ATCC 14581 (NR_116873.1), B. megaterium NBRC 15308  

(NR_112636.1) та B. megaterium ATCC 14581 (NR_117473.1) з подібністю 99,18%, 

99,14 % та 99,05% відповідно. 

Згідно аналізу нуклеотидної послідовності гену 16s рРНК купрумрезистентного 

штаму Cop102 було вивиявлено достатньо високу подібність з штамами Bacillus 

mycoides NBRC 101238 (NR_113996.1), B. mycoides NBRC 101228 (NR_113990.1) та  

B. mycoides 273 (NR_036880.1), що становила 98,33% для цих близькоспоріднених 

штамів. Дещо нижча подібність (98,24%) досліджуваного штаму була виявлена з 

штамами B. toyonensis BCT-7112 (NR_121761.1), B. pacificus MCCC 1A06182 

(NR_157733.1) та B. mobilis MCCC 1A05942 (NR_121761.1). 

Згідно філогенетичного аналізу та аналізу дендрограми, штами Cop41, Cop99 і 

Cop102 було віднесено до видів Bacillus velezensis, Bacillus megaterium і Bacillus 

mycoides відповідно (рис. 4.4). 

Згідно дослідження фізіолого-біохімічних ознак штам Cop98, що був 

ізольований з піску Мертвого моря, було віднесено до роду Staphylococcus. Для 

визначення видової приналежності було побудовано філогенетичне дерево за 

використання близькоспоріднених видів (рис. 4.5). 
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Рис. 4.5 Філогенетичне дерево, побудоване за використання близькоспоріднених 

видів методом приєднанняя сусідів (за допомогою програмного забезпечення 

MEGAX). Вихідні значення (%) задаються у вузлах, отриманих повторенням аналізу 

1000 разів. Розмір шкали харакеризує 0,005 замін нуклеотидів на позицію нуклеотиду. 

Штам Bacillus megaterium ATCC 14581 вказано для “укорінення” філогенетичного 

дерева 

За результатами аналізу BLAST було виявлено високий ступінь подібності 

Cop98 до штаму Staphylococcus succinus subsp. casei SB72 (NR_037053.1) та 

Staphylococcus succinus subsp. succinus AMG-D1 (NR_028667.1), що становила 

99,14%. Дещо нижча подібність була зі штамом Staphylococcus xylosus KL 162 

(NR_036907.1), що становила 98,94%. З огляду на положення на дендрограмі 

(рис. 4.5), штам Cop98 було віднесено до виду Staphylococcus succinus. 
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Згідно фізіолого-біохімічного аналізу неадаптованого до Купруму облігатно-

анаеробного штаму 92 було визначено, що штам належав до роду Clostridium. За 

допомогою філогенетичного аналізу було підтверджено попередні результати і 

побудовано філогенетичне дерево між близькоспорідненими видами (рис. 4.6). 

 

Рис. 4.6 Філогенетичне дерево, побудоване за використання близькоспоріднених 

видів методом приєднанняя сусідів (за допомогою програмного забезпечення 

MEGAX). Вихідні значення (%) задаються у вузлах, отриманих повторенням аналізу 

1000 разів. Розмір шкали харакеризує 0,01 заміни нуклеотидів на кожну позицію 

нуклеотиду. Штам Bacillus amyloliquefaciens MPA 1034 вказано для “укорінення” 

філогенетичного дерева 

З огляду на дендрограму (рис. 4.6), штам анаеробних мікроорганізмів 92 

знаходився у спільному кластері та був високоподібним зі штамами 

Clostridium butyricum JCM 1391 (NR_113244.1), Clostridium butyricum VPI3266 

(NR_042144.1) та Clostridium butyricum ATCC 19398 (NR_112170.1), подібність до 
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яких становила 99,55%, 99,36% та 98,73% відповідно. Отримані результати 

дозволяють віднести досліджуваний ізолят 92 до виду Clostridium butyricum. 

Таким чином, за комплексом морфолого-культурних, фізіолого-біохімічних 

властивостей та на основі результатів філогенетичного аналізу аеробні та 

факультативно-анаеробні хемоорганотрофні купрумрезистентні штами, виділені з 

чорноземного ґрунту (UKR1 та UKR2), арктичного ґрунту з архіпелагу Сальбард 

(UKR3), антарктичного ґрунту з о. Галіндез (UKR4),  глини печери “Атлантида” 

(Cop101), ґрунту Еквадору (Cop102), глини печери  “Отимістична” (Cop99), 

контамінованого Купрумом ґрунту (Cop41), піску Мертвого моря (Cop98) було 

ідентифіковано як Pseudomonas lactis UKR1, P. panacis UKR2, P. veronii UKR3, P. 

veronii UKR4, Pantoea agglomerans Cop101, Bacillus mycoides Cop102, B. megaterium 

Cop99, B. velezensis Cop41, Staphylococcus succinus Cop98. Анаеробний штам 92 було 

ідентифіковано як Clostridium butyricum 92, а штам дріжджів UKR5 за результатами 

аналізу морфолого-культуральних та фізіолого-біохімічних ознак було віднесено до 

виду Rhodotorula mucilaginosa. В цілому, було ізольовано та визначено таксономічне 

положення 10 бактеріальних штамів та одного ізоляту дріжджів. Нуклеотидні 

послідовності геномів чотирьох купрумрезистентних штамів Pseudomonas (P. lactis 

UKR1, P. panacis UKR2, P. veronii UKR3, P. veronii UKR4) були задепоновані в 

міжнародній базі даних EntrezNucleotide, GenBank, NCBI, США з номерами доступу 

до геномів – VWXW00000000, VWXV00000000, VWXU00000000, VWXT00000000 

відповідно. Нуклеотидна послідовність гену 16S рРНК штаму Clostridium butyricum 

92 також задепонована з номером доступу OL744406. 

 

4.3 Скринінг геномів купрумрезистентних штамів на наявність 

детермінант стійкості до Купруму  

Початковий скринінг геномів купрумрезистентних мікроорганізмів, що 

проводився через платформу IMG, показав наявність генетичних детермінант, що 

кодують стійкість до Купруму – білки А, B, D, купрум-експортуюча АТФаза copA3, 

мідний шаперон copZ, а також двокомпонентна регуляторна система cusRS (рис. 4.7). 
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Рис. 4.7 Гени, які кодують стійкість до Купруму в геномах чотирьох досліджених 

видів Pseudomonas 

На рисунку показані ділянки хромосоми, що кодують систему резистентності 

до Купруму: Cop (copA, copB, copC та copD), Cu2+-експортуючу АТФазу, 

двокомпонентну регуляторну систему cusRS та систему секреції важких металів типу 

I (OMP, білок зовнішньої мембрани; MFP, білок мембранного злиття; і білок 

мембранної системи відтоку); HP, гіпотетичний білок; DUF, домен невідомої функції. 

IMG scaffold ID відображаються червоним кольором (рис. 4.7).  

Гени стійкості до Купруму у штаму UKR2 закодовані на двох каркасах і 

відображаються як окремі області. Scaffolds, швидше за все, хромосомні, оскільки 

вони не були ідентифіковані плазмідою SPades як ті, що належать до плазмід. У 

нижньому правому куті показана шкала масштабу. Порівняно з раніше дослідженими 

купрумрезистентними мікроорганізмами, відсоткова подібність генів CopA, CopB, 

CopC і CopD, що кодувалися дослідженими штамами Pseudomonas (UKR1–UKR4) 

коливалась у межах 49,1–100%, 34,7–100%, 47,5–98,4% і 34–99,6% відповідно. 

Внутрішньоштамові копії одного і того ж гену не були ідентичними і мали подібність 

42-75,6% на рівні білка (табл. 4.3).  
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Таблиця 4.3  

Внутрішньо- та зовнішньоштамова подібність білків купрумрезистентності, 

що кодуються геномами чотирьох виділених штамів Pseudomonas. 

Білок Геном Копії у 

геномі 

Подібність, % 

P. lactis 

UKR1 

P. panacis  

UKR2 

P. veronii 

UKR3 

P. veronii 

UKR4 

CopA P. lactis UKR1 2 71,5 
   

P. panacis  UKR2 1 74,0-84,0 100,0 
  

P. veronii UKR3 4 52,7-89,8 55,3-82,6 51,9-75,6 
 

P. veronii UKR4 4 52,7-90 55,3-82,6 51,9-99,8 51,9-75,6 

CopB P. lactis UKR1 2 69,6 
   

P. panacis  UKR2 1 67,4-73,1 100,0 
  

P. veronii UKR3 2 42,4-83,4 51,0-70,7 50,5 
 

P. veronii UKR4 2 42,4-83,4 51,0-70,7 50,5-99,8 50,52 

 

 

CopC 

 

P. lactis UKR1 2 68,5 
   

P. panacis  UKR2 1 67,7-77,3 100,0 
  

P. veronii UKR3 3 61,3-100,0 57,6-73,4 58,8-68,6 
 

P. veronii UKR4 3 61,3-100,0 57,6-73,4 58,8-100 58,7-68,5 

CopD P. lactis UKR1 2 56,8 
   

P. panacis  UKR2 1 61,9-62,7 100,0 
  

P. veronii UKR3 2 39,79-74,0 43,3-63,6 41,96 
 

P. veronii UKR4 2 39,79-74,0 43,3-63,6 41,96-100,0 41,96 

 

Дендрограми, що порівнюють Cop білки досліджених штамів Pseudomonas з 

іншими відомими купрумрезистентними видами представлені на рис. 4.8. Гени 

стійкості до Купруму штамів P. lactis UKR1 (закодований на каркасі ID 2806333723), 

P. veronii UKR3 (закодований на каркасі ID 2806335674) та P. veronii UKR4 

(закодований на каркасі ID 2806333723) фланковані інтегративними кон’югативними 

рухливими елементами (включаючи гени, що кодують ексцизіазу, інтегразу та 

кон’югативне перенесення АТФази, що необхідні для вирізання та подальшої 

інтеграції в хромосому). Це свідчило про їх перенесення шляхом кон’югації. Декілька 

копій генів copA, copB, copC і copD були закодовані в трьох геномах Pseudomonas, що 

належали до штамів UKR1, UKR3 та UKR4 (на рис. 4.7 для кожного з цих геномів 

зображено лише одну копію). Різні копії генів стійкості до Купруму copA, copB, copC 

і copD, що кодувалися штамом Pseudomonas lactis UKR1, були філогенетично 
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подібними і належали до клади, яка включала інші види гамма- та 

альфапротеобактерій (клада A, рис. 4.8). 

До клади А також входили гени штаму Pseudomonas panacis UKR2. Цікаво, що 

штами Pseudomonas veronii UKR3 та UKR4 кодували філогенетично різні копії 

кожного з генів стійкості до Купруму, один з яких належав до клади гамма/альфа-

Proteobacteria, яка також включала гени штаму Pseudomonas lactis UKR1 та 

Pseudomonas panacis UKR2 (клада A, рис. 4.8), тоді як інший був більш близьким до 

видів бета-Proteobacteria (клада Б, рис. 4.8). 
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Рис. 4.8 Філогенетичне дерево, що базується на вирівняних послідовностях білків 

CopA (A), CopB (Б) CopC, (В) та CopD (Г) закодованих у чотирьох досліджених 

геномах Pseudomonas (представлено червоним текстом) та геномах інших 

купрумрезистентних видів. Номери приєднання до GenBank показані для 
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депонованих послідовностей, тоді як для генів досліджуваних штамів Pseudomonas 

показані ID генів IMG. Вирівнювання та побудова дерева були проведені у MEGAX. 

Дерева «укорінені» посередині. Клади A and Б відносяться до різних філогенетичних 

копій білків Cop, що кодуються штамами UKR3 і UKR4. 

Було побудовано структурні моделі деяких генів стійкості до Купруму, 

використовуючи сервер SWISS-MODEL. Наприклад, було передбачено структуру 

білка CopC (рис. 4.9) з високою точністю (коефіцієнт надійності передбачення 

QMEANDisCo = 0,81±0,08; коефіцієнт, що характеризує глобальну оцінку якості 

моделі GMQE = 0,66). 

 

Рис. 4.9 Структурна модель білка CopC штаму Pseudomonas lactis UKR1 

Білок CopC міститься у периплазмі бактерій і основна його функція – 

зв’язування іонів Cu(I) та Cu(II) у різних сайтах [168]. 

Таким чином, залишається з’ясувати, чи всі ці численні копії генів у 

досліджуваних штамах Pseudomonas виникли шляхом горизонтального перенесення 

генів від інших стійких до Купруму мікроорганізмів, чи вони виникли в результаті 

утворення гену шляхом дуплікації. Незалежно від їх походження, наявність 

множинних копій генів стійкості до Купруму у геномах виділених штамів 

Pseudomonas переконливо свідчить про їх значну роль у стійкості до  Купруму у 

високих концентраціях. В результаті проведеного секвенування геномів досліджених 

штамів та початкового скринінгу генів, що кодують механізми стійкості до Купруму 

у Pseudomonas sp. виявлені множинні копії генів стійкості до Cu(II). Штами є 

потенційними кандидатами для біоремедіації забруднених Купрумом біогеоценозів. 

Основні положення розділу 4 викладено у наукових працях [164, 169, 170]. 
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5. РОЗДІЛ 5 ІНТЕГРАЛЬНІ ШЛЯХИ ВЗАЄМОДІЇ МІКРООРГАНІЗМІВ ЗІ 

СПОЛУКАМИ КУПРУМУ 

 

5.1 Іммобілізація Cu(II) купрумрезистентним штамом 

Pseudomonas lactis UKR1 в аеробних умовах 

Для дослідження інтегральних шляхів взаємодії зі сполуками Cu2+ було обрано 

штам Pseudomonas lactis UKR1 (рис. 5.1), що стійкий до цитрату Cu2+ у надвисокій 

концентрації – 63 546 мг/л (1 моль/л). Штам здатен як накопичувати Cu2+ у клітинах 

без зміни валентного стану (рис. 5.1), так і відновлювати цитратний комплекс Cu2+ до 

нерозчинного і тому нетоксичного оксиду одновалентного Купруму (Cu2O↓). Такі 

властивості штаму як накопичення та відновлення Купруму є підґрунтям для 

розробки нових природоохоронних біотехнологіях очищення стічних вод та ґрунтів 

від сполук Купруму. 

 

 

Рис. 5.1 Ріст штаму Pseudomonas lactis UKR1 у рідкому середовищі NB з Cu2+ (а) 

концентрацією 1 моль/л (63 546 мг/л) та агаризованому середовищі NA з 5000 мг/л 

Cu2+ (б) 

Крім того, метою даного експерименту було показати можливість регуляції 

взаємодії мікроорганізмів зі сполуками Купруму на прикладі штаму 

Pseudomonas lactis UKR1. Було показано, що за зміни складу поживного середовища 

мікроорганізми були здатними переключатися на різні види взаємодії з Купрумом. 
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Термодинамічне обгрунтування шляхів трансформації сполук Купруму показало 

(див. підрозділ 3.1), що мікроорганізми здатні мобілізувати та іммоблізувати Купрум. 

Іммобілізація можлива шляхом відновлення розчинного Cu(II) до нерозчинного Cu(I) 

та осадження сполук Купруму без зміни його валентного стану у вигляді гідроксидів, 

карбонатів та ін. сполук. Визначальною умовою іммобілізації розчинних сполук 

Купруму(II) були термодинамічні показники – рН і редокс-потенціал, які 

змінювалися за регулювання метаболізму мікроорганізмів. 

Іммобілізація Cu2+ у білковому середовищі. Для визначення здатності до 

іммобілізації Cu(II) штам Pseudomonas lactis UKR1 був посіяний на два варіанти 

рідкого поживного середовища. Перше – це білкове середовище LB. Друге – білкове 

середовище LB з глюкозою концентрацією 5 г/л. У другому варіанті середовища 

глюкоза використовувалась бактеріями як додатковий донор електронів, що 

необхідний для відновлення Cu2+. Відповідно до термодинамічного прогнозу, 

іммобілізація може відбуватися двома шляхами – відновлення Cu2+ до нерозчинного 

Cu2O↓ та осадження Cu2+ без зміни валентності у формі нерозчинних сполук Cu(OH)2 

та CuCO3↓. Порівняння показників росту бактерій показало, що наявність глюкози у 

білковому поживному середовищі незначно підвищувала швидкість їх росту (рис. 

5.2). Наявність глюкози у середовищі культивування не призводило до зниження Eh 

середовища, яке необхідне для відновлення Cu2+. Так, Eh коливася в межах від +309 

± 8 до +341 ±12 мВ протягом усього часу культивування (рис. 5.2, Б). На перший 

погляд відсутність зниження редокс-потенціалу свідчить про неможливість 

відновлення Cu2+. В такому випадку можливий шлях вилучення Купруму – осадження 

внаслідок залуження середовища (рис. 5.2, А). Однак, відновлення могло відбуватися 

не у розчині з високим редокс-потенціалом, а безпосередньо на поверхні 

бактеріальних клітин. Мікроорганізми під час росту синтезували в’язкі речовини, що 

містили велику кількість мікробних клітин. Вірогідно, вони являли собою 

полісахаради, які є розповсюдженими екзометаболітами виду Pseudomonas. Слиз 

забарвлювався в темно-коричневий колір, що є характерним для утворення Cu2O↓. 
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Його наявність у слизі була підтверджена якісною реакцією з ДФК (див. розділ 

матеріали та методи). 

При рості культури на білоквмісному середовищі мав місце процес 

амоніфікації, який призводив до деструкції амінокислот з утворенням лужних сполук 

– NH3 та NH4
+. Тому спостерігалося суттєве підвищення рН середовища від 

нейтральних до лужних значень у обох варіантах середовища (як з глюкозою, так і за 

її відсутності) (рис. 5.2, А). Так, за росту штаму у середовищі LB без глюкози 

показник рН підвищився від 7,3 ± 0,2 до 8,9 ± 0,31, а у середовищі LB з глюкозою від 

7,25 ± 0,4 до 9,3 ± 0,2 (рис. 5.2, А). 

 

Рис. 5.2 Закономірності росту купрумрезистентного штаму Pseudomonas lactis UKR1 

на середовищі LB (червоні лінії) та LB з 5 г/л глюкози (сині лінії) у присутності 200 
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мг/л Cu2+: А – зміна рН; Б – зміна редокс-потенціалу; В – зміна кількості 

мікроорганізмів; Г – концентрація розчинних сполук (за вмістом загального Карбону) 

Відповідно до термодинамічного прогнозу, катіон Cu2+ при рН = 4,6 неминуче 

утворює нерозчинні гідроксиди або карбонати: Cu(ОН)2↓ та CuСО3↓. Саме тому 

підвищення рН до 8,9 і 9,3 є необхідною та достатньою умовою для іммобілізації 

розчинних сполук Купруму(ІІ). Купрум концентрацією 200 мг/л не пригнічував ріст 

Pseudomonas lactis UKR1. Кількість мікроорганізмів збільшувалася за росту на обох 

варіантах середовища. Наприклад, за росту на середовищі LB кількість клітин 

збільшилася від (4,2±0,3)×102 до (1,9±0,05)×108 КУО/мл. Наявність глюкози сприяла 

незначному підвищенню кількості бактерій. Так, протягом культивування їх кількість 

збільшилася від (3,1±0,3)×102 до (3,6±0,02)×108 КУО/мл (рис. 5.2, Г). 

За росту в середовищі LB в обох варіантах спостерігалося вилучення сполук 

двовалентного Купруму мікроорганізмами. За росту у середовищі LB мікроорганізми 

вилучали 59,4% Cu2+. При цьому 53,3% Купруму знаходилося у осаді і 1,9% у 

мікробних клітинах. Так, концентрація Cu2+ знизилася від 210 мг/л до 85,3 мг/л на 21 

добу культивування (рис. 5.3). 

 

Рис. 5.3 Кількісний розподіл Cu(II) у культуральній рідині за росту Pseudomonas lactis 

UKR1 у середовищі LB без глюкози 
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За росту у середовищі LB з глюкозою ефективність вилучення Cu(II) була дещо 

вищою і на 21 добу культивування становила 76,8%. Таким чином, у осаді перебувало 

72% Cu(II), у клітинах - 4,8%, і 23,2% у розчині. Концентрація Cu(II) на 12 добу 

становила 50 мг/л, на 21 добу 48 мг/л (рис. 5.4). 

 

Рис. 5.4 Кількісне розподілення Cu(II) у культуральній рідині за росту Pseudomonas 

lactis UKR1 у середовищі LB з 5 г/л глюкози 

Таким чином, завдяки амоніфікації при рості на білковому середовищі штамом 

Pseudomonas lactis UKR1 вилучено 59,4–76,8% Купруму у формі цитрату Cu2+. 

Згідно термодинамічного прогнозування катіон Cu2+ неминуче має 

осаджуватися до Cu(OH)2↓ за підвищення рН до значення 4,6 та вище. Це положення 

прогнозу було підтверджено експериментально на прикладі штаму P. lactis UKR1. 

Підвищення показника рН до лужних значень у LB та LB з глюкозою (від 7,3±0,2 до 

8,9±0,3 та від 7,2±0,4 до 9,3±0,2 відповідно) спричинило іммобілізацію Cu2+. Осад 

містив суміш гідроксиду Cu(OH)2↓ та оксиду Cu2O↓, що свідчило про одночасне 

протікання двох процесів: осадження Купруму без зміни валентності та відновлення. 

Іммобілізація комплексних сполук Cu2+ у мінеральному середовищі. У 

природних біогеоценозах (ґрунти, донні осади акваторій та ін.) та накопичувачах 

промислових металовмісних стічних вод присутні хелатори - органічні сполуки, які 

утворюють з Cu2+ координаційні комплекси. Такі комплекси є стійкими у розчинах у 
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широкому діапазоні рН (від 0,0 до 10,0). До найбільш розповсюджених природних 

хелаторів відносяться низькомолекулярні органічні кислоти (С1 – С6), амінокислоти, 

наприклад, цитрат, ацетатю, тощо [113]. Мікробні екзометаболіти є такими 

потужними хелаторами Cu2+, і можуть мобілізувати нерозчинні сполуки Купруму, 

наприклад: Cu(ОН)2 + 2СН3СОО-  = Cu(СН3СОО)2 + 2ОН-. 

У промислових стічних водах хелаторами Купруму(ІІ) є такі синтетичні 

органічні сполуки, як наприклад ЕДТА (етилендіамінтетраоцтова кислота) [171]. 

Вочевидь, що стійкі комплексні сполуки Cu2+ є екологічно небезпечними. Внаслідок 

високої розчинності вони легко мігрують у екосистемах та врешті решт 

накопичуються у ґрунтах і тканинах рослин [172]. Термодинамічне прогнозування 

визначає умови та можливі шляхи мікробної деструкції комплексних сполук 

Купруму(ІІ) для запобігання їх міграції у довкіллі. Так, відомо, що відповідно до 

діаграм Пурбе, за рН ≥ 4,6 катіон Cu2+ осаджується у формі гідроксиду або карбонату. 

Отже, якщо мікроорганізми використають органічний радикал у координаційному 

комплексу як джерело вуглецю, то у слабокислих, нейтральних та лужних умовах 

Купрум(ІІ) буде неминуче осаджуватися. Саму тому було здійснено 

експериментальну перевірку можливості осадження сполук Купруму(ІІ) 

мікроорганізмами за згаданих умов. 

Для оцінки здатності штаму Pseudomonas lactis UKR1 осаджувати сполуки 

Купруму використовували мінеральне поживне середовище, у якому трьохзаміщений 

цитрат натрію (Na3C6H5O7) концентрацією 1 г/л слугував єдиним джерелом вуглецю 

та енергії. При споживанні цитрату, Cu2+ випадав у осад у формі Cu(OH)2↓. Так, було 

експериментально підтвержено термодинамічні розрахунки, що Cu2+ неминуче 

повинен осаджуватися за підвищення показника рН до 4,6 та вище за відсутності 

хелаторів. У контролі, за відсутності Cu2+, у процесі росту штаму 

Pseudomonas lactis UKR1 у мінеральному середовищі з цитратом натрію, як і у 

середовищі LB відбувалося підвищення рН середовища. Протягом 21 доби 

культивування значення рН збільшилосяся з 7,2±0,3 до 8,6±0,1. Аналогічні 

закономірності зміни рН відбувалися і за культивування у присутності цитрату 
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Купруму(ІІ) з концентрацією 200 мг/л Cu2+. За таких умов показник рН підвищився 

від 7,2±0,4 (початок культивування) до 9,0±0,1 на 12 добу росту купрумрезистентного 

штаму (рис. 5.5, А). 

 

Рис. 5.5 Закономірності росту купрумрезистентного штаму Pseudomonas lactis UKR1 

у мінеральному середовищі з цитратом натрію (1 г/л) за відсутності Купруму (червоні 

лінії) та у присутності цитрату Купруму(ІІ) з 200 мг/л Cu2+ (сині лінії): А – рН; Б – 

редокс-потенціал; В – кількість мікроорганізмів; Г – концентрація розчинних сполук 

за загальним Карбоном 

У контрольних умовах Eh коливався в межах від +309 ± 20 мВ до +355 ± 34 мВ. 

Проте, у присутності цитрату Cu2+ редокс-потенціал середовища був вищим (від 

+318±12 мВ до +411±17 мВ) (рис. 5.5, Б). Очевидно, що підвищення Eh середовища у 
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присутності Купруму пов’язане з тим, що він є високо-потенційним редокс-буфером 

(E0
’= +475 мВ). 

Високі значення редокс-потенціалу у середовищі з Cu2+ пригнічували ріст 

мікроорганізмів. Ріст був відсутній протягом 12 діб. Починаючи з 12 доби кількість 

бактерій у контрольному варіанті (2,6 ± 0,25)×107  була на порядок більшою, ніж у 

дослідному варіанті з 200 мг/л Cu2+ (2,0 ± 0,16)×106 (рис. 5.5, В). Незважаючи на 

присутність розчинного цитрату Cu2+ у дослідному варіанті, кількість 

мікроорганізмів залишалася високою протягом усього процесу культивування. 

Концентрація розчинних органічних сполук, що визначалася за загальним 

вмістом розчинного Карбону, швидше знижувалася у контрольному варіанті 

експерименту, ніж за культивування у присутності Купруму. Так, у контрольному 

варіанті концентрація [C] знизилася від 298±20 мг/л (початок культивування) до 190,5 

± 33 мг/л (21 доба культивування). За культивування з цитратом Cu2+ концентрація 

органічних сполук знизилася лише до 215,7±8 мг/л на 21 добу росту (рис. 5.5, С). 

За росту у мінеральному середовищі з цитратом Cu2+ спостерігалася низька 

ефективність іммобілізації Cu2+ досліджуваним штамом (рис. 5.6).  

 

Рис. 5.6 Осадження Cu2+ штамом Pseudomonas lactis UKR1 за культивування у 

мінеральному середовищі з цитратом Cu2+ як єдиного джерела вуглецю та енергії (200 

мг/л Cu2+) 
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За весь період культивування штаму Pseudomonas lactis UKR1 було вилучено 

всього 26% Cu2+. Так, концентрація Cu2+ знизилася з 204 ± 33,4 мг/л до 151 ± 15,3 мг/л 

на 12 годину культивування. Надалі не спостерігалося зниження концентрації Cu2+ і 

на 21 годину росту купрумрезистентного штаму концентрація Cu2+ у розчині 

становила 150 ± 10,2 мг/л, у осаді 45 ± 7,3 мг/л та у клітинах 3 ± 0,2 мг/л (рис. 5.6). 

Отримані результати є підтвердженням термодинамічного прогнозування, 

відповідно якому споживання мікроорганізмами органічного субстрату, що є 

лігандом у комплексі з Cu2+, призводить до руйнування комплексу, вивільнення 

катіону Cu2+ та його осадження за рН ≥ 4,6. Осадження визначається 

термодинамічними властивостями катіону Cu2+ (відсутність хелатора, рН≥ 4,6). 

Таким чином, на 12 добу культивування розподіл сполук Купрум(ІІ) був таким: 

у осаді - 22%, у клітинах - 1,5%, і 74% у розчині. Низька ефективність осадження може 

бути пояснена наступним чином. Початкова концентрація цитрату натрію (як у 

контролі, так і у експерименті) була невисокою (1,0 г/л). Цього джерела вуглецю та 

енергії було недостатньо для повноцінного росту штаму, та відповідно – повного 

осадження Cu2+. Крім того, трьохвуглецева сполука, цитрат, може метаболізуватися 

штамом з утворенням одновуглецевої кислоти форміату, який теж є хелатором та 

утворює стабільний комплекс – форміат Купруму(ІІ). Нарешті, неповне осадження 

може бути також внаслідок зсування реакції у бік вихідних продуктів кінцевими 

продукатими ракції. Таким чином, термодинамічні розрахунки мікробного осадження 

Купруму(ІІ) з комплексних сполук підтверджені експериментально. За подальшого 

вивчення та оптимізації цього процесу можна досягти істотного осадження 

Купруму(ІІ). 

   

5.2 Мобілізація нерозчинних сполук Cu(II) штамом Pseudomonas lactis 

UKR1 в аеробних умовах 

 Відповідно до термодинамічного прогнозування, сполуки Cu(II) стабільні у 

нерозчинному стані за рН ≥ 4,6. Було розраховано, що за зниження рН до значень 

менших 4,6 гідроксид Cu(OH)2↓ переходить у катіон Cu2+. Виходячи з цього, нами 
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були створені селективні умови для мобілізації нерозчинних сполук Купруму – 

Cu(OH)2↓ та Cu3(PO4)2↓ купрумрезистентним штамом Pseudomonas lactis UKR1. У 

першому варіанті середовища Купрум(ІІ) був у формі нерозчинного у воді 

гідрокисиду Cu(OH2)↓, у другому варіанті у формі нерозчинного у воді ортофосфату 

Cu3(PO4)2↓. При споживанні глюкози як субстрату, мікроорганізми синтезували 

органічні кислоти та знижували рН, що призводило до розчинення згаданих сполук. 

Купрум, що входить до складу нерозчинних купрумвмісних осадів, є 

недоступним для мікроорганізмів, а отже нетоксичним для них. У міру того, як 

Купрум мобілізувався мікроорганізмами, відбувалося накопичення Cu2+ у розчині, а 

отже і підвищувалася токсичність поживного середовища для мікроорганізмів. Штам 

Pseudomonas lactis UKR1 є купрумрезистентним, тому накопичені іони Cu2+ у 

середовищі суттєво не пригнічували ріст мікроорганізмів.  

Метаболічний шлях трансформації глюкози штамом Pseudomonas lactis UKR1 

відрізнявся від шляху метаболізму білків та цитрату. Як і очікувалося, при 

споживанні глюкози накопичувалися органічні кислоти, що призводило до зниження 

рН поживного середовища (рис. 5.7, А). Найбільш інтенсивно зниження pH 

відбувалося в контрольних умовах, менш інтенсивно за наявності купрумвмісних 

осадів – гідроксиду та ортофосфату Купруму. В контрольному варіанті середовища 

протягом 12 діб культивування показник рН знизився від 7,2 ± 0,5 до 5,95 ± 0,2, а на 

21 добу становив 5,33 ± 0,3 (рис. 5.7, А). 
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Рис. 5.7 Закономірності росту купрумрезистентного штаму Pseudomonas lactis UKR1 

у мінеральному середовищі з глюкозою (5,0 г/л) за відсутності (зелені лінії) та у 

присутності гідроксиду Cu(OH)2↓ (сині лінії) та ортофосфату Cu3(PO4)2↓ (червоні 

лінії): А – рН; Б –редокс-потенціал; В – кількість мікроорганізмів; Г – концентрація 

розчинних сполук за загальним Карбоном. Початкова концентрація Cu(II)  у осаді – 

200 мг/л. 

У середовищі з Cu(OH)2↓ протягом перших 12 діб культивування показник рН 

несуттєво підвищувався, - від 7,16 ± 0,3 до 7,49 ± 0,3, що можна пояснити 

нейтралізацією кислих метаболітів накопиченими іонами OH-. Однак, на 21 добу 

показник pH знизився до 5,43 ± 0,4. 
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У середовищі з Cu3(PO4)2↓ показник pH незначно знизився від 7,1 ± 0,3 до 6,1 ± 

0,3. Менше зниження pH порівняно з контролем можна пояснити нейтралізацією 

органічних кислот (екзометаболітів) лужними фосфат-іонами (рис. 5.7, А). 

Найбільш інтенсивні зміни метаболічних параметрів відбувалися з першої по 

дванадцяту добу культивування (рис. 5.7). Значення редокс-потенціалу у всіх 

варіантах експерименту були високими протягом усього експерименту. За 12 діб 

культивування у контрольних умовах Eh підвищився від +314 ± 25 до +440 ± 30 мВ 

(рис. 5.7, Б). У середовищі з Cu(OH)2↓ та Cu3(PO4)2↓ значення Eh були подібними до 

контрольних і становили +425 ± 30 мВ та +460 ± 21 мВ (рис. 5.7, Б). Однак на 21 добу 

культивування у контрольному варіанті максимальне значення редокс-потенціалу 

становило +444 ± 33 мВ (рис. 5.7, Б), а у варіантах з Cu(OH)2↓ та Cu3(PO4)2↓ 

спостерігалося подальше підвищення Eh (+504 ± 23 та 495 ± 23 мВ відповідно, рис. 

5.7, Б). Оскільки мікроорганізми мобілізували нерозчинні сполуки Купруму(ІІ) з 

утворенням високопотенційного розчинного катіону Cu2+, його накопичення у 

середовищі призвела до підвищення редокс-потенціалу на 50‒60 мВ. 

У мінеральному середовищі з глюкозою спостерігався інтенсивний ріст 

мікроорганізмів. У контрольних умовах початкове значення кількості 

мікроорганізмів після внесення інокуляту становила (1,5 ± 0,27)×102 КУО/мл (рис. 

5.7, В). Найбільша кількість мікроорганізмів у контролі була наприкінці 

експоненціальної фази (6 доба культивування) і становила (1,08 ± 0,04)×108 КУО/мл 

(рис. 5.7, В). Оскільки мобілізація Купруму розпочиналася вже протягом першої доби 

культивування, накопичення іонів металу у середовищі призводило до пригнічення 

мікроорганізмів у логарифмічній та на початку стаціонарної фази щонайменше на 

порядок порівняно з контролем (рис. 5.7, В). Наприклад, на першу добу кількість 

життєздатних мікроорганізмів у контролі становила (2,9 ± 0,3)×105 КУО/мл, а у 

варіанті з Cu(OH)2↓ та Cu3(PO4)2↓ – (1,6 ± 0,08)×103 та (5,9 ± 0,2)×102, відповідно. На 

відміну від контрольних умов (1,08 ± 0,04)×108 КУО/мл на 6 добу культивування) у 

середовищі з Cu(OH)2↓ максимальна кількість мікроорганізмів становила (7,4 ± 
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0,6)×107 КУО/мл, а з Cu3(PO4)2↓ (5,3 ± 0,2)×107 КУО/мл на 12 добу росту, що також є 

дуже високим значенням (рис. 5.7, В). 

Концентрація органічних сполук інтенсивно знижувалася протягом перших 

двох діб культивування. У контролі концентрація розчинних органічних сполук 

знизилася від 2183,9 ± 250 мг/л до 1026 ± 108 мг/л за 6 діб культивування, у 

експериментальних варантах від 2098,7 ± 190 мг/л до 886 ± 45 мг/л (з Cu(OH)2↓) та 

від 2012 ± 190 до 904 ± 27 мг/л (з Cu3(PO4)2↓) (рис. 5.7, Г). Закономірності зниження 

були подібними у всіх варіантах експерименту (контрольному та з осадами Купруму) 

(рис. 5.7, Г). У обох варіантах експерименту спостерігалася мобілізація Купруму 

мікроорганізмами. Так, у варіанті з Cu(OH)2↓ мобілізація тривала 6 діб. За таких умов 

було мобілізовано 47,7% Купруму. Так, у розчині містилося 95 ± 12,4 мг/л Cu2+, у 

осаді 102 ± 9,3 мг/л Cu2+ та у мікробних клітинах 2,0 ± 0,2 мг/л Cu2+ (рис. 5.8). Оскільки 

концентрація Купруму, що був накопичений в клітинах, була несуттєвою, це не було 

представлено на графіках. 

 

Рис. 5.8 Мобілізація Купруму штамом Pseudomonas lactis UKR1 у мінеральному 

середовищі з Cu(OH)2↓ та глюкозою (5 г/л). 

У подальшому не спостерігалося статистично значимих змін концентрації 

Купруму у розчині та осаді і з 6 по 12 добу вона залишалася незмінною (рис. 5.8). 
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Менша ефективність мобілізації Купруму спостерігалася за культивування 

штаму Pseudomonas lactis UKR1 у мінеральному середовищі з ортофосфатом 

Купруму Cu3(PO4)2↓. Мобілізація тривала 6 діб, як і у варіанті з Cu(OH)2↓, після чого 

повністю припинилася. За цей час було мобілізовано лише 18% Купруму. 

Концентрація Cu2+ у середовищі підвищилася до 35,5 ± 12,1 мг/л, а у осаді залишилося 

160 ± 23 мг/л Cu(II) порівняно з початковим вмістом 197 ± 41 мг/л. У подальшому 

концентрація Cu2+ не змінювалася (рис. 5.9).  

 

Рис. 5.9 Мобілізація Cu3(PO4)2↓ у мінеральному середовищі з глюкозою (5,0 г/л) 

Невисокий показник мобілізації Купруму може бути пояснений тим, що при 

розчиненні Cu3(PO4)2↓ лужна фосфатна група PO4
3- підвищує рН середовища, що 

закономірно зменшує ефективність мобілізації Купруму(ІІ). 

Таким чином, експериментально підтверджено теоретично обгрунтовану 

мобілізацію Купруму з нерозчинних сполук Cu(OH)2↓ та Cu3(PO4)2 штамом 

Pseudomonas lactis UKR1. В обох випадках тривалість мобілізації становила 6 діб, 

однак ефективність мобілізації Купруму з гідроксиду (47,7%) була вищою ніж з 

ортофосфату (18%). 

Штам Pseudomonas lactis UKR1 здатен взаємодіяти зі сполуками Cu(II) шляхом 

іммобілізації (відновлення та осадження), мобілізації (розчинення), а також 

акумуляції всередині мікробних клітин. Вид взаємодії та ефективність біовилучення 
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або мобілізації залежали від складу поживного середовища, форми Cu2+ (іонна або 

хелатована цитратом), а також показників рH та редокс-потенціалу. Ріст штаму 

Pseudomonas lactis UKR1 у різних поживних середовищах представлено на рис. 5.10. 

 

5.3 Іммобілізація розчинних сполук Cu(II) неадаптованим до Купруму 

облігатно-анаеробним штамом Clostridium butyrium 92 

Для порівняння ефективності іммобілізації сполук Cu2+ різними фізіологічними 

групами мікроорганізмів (облігатних аеробів Pseudomonas sp. і облігатних анаеробів 

Clostridium sp.) було досліджено ефективність іммобілізації Купруму штамом 

Clostridium butyricum 92 (рис. 5.11). Під іммобілізацією ми розуміємо пертетворення 

розчинного катіону Cu2+ у нерозчинні сполуки (осадження до CuCO3↓, Cu(OH)2↓ без 

зміни валентності або відновлення до одновалентного Купруму у формі Cu2O↓). 

Згідно термодинамічного прогнозування, облігатні анаероби здатні взаємодіяти 

з Cu2+ одночасно декількома шляхами. Перший – відновлення Cu2+ до Cu2O↓ 

 

Рис. 5.10 Ріст штаму Pseudomonas lactis UKR1 у різних варіантах поживного 

середовища з 200 мг/л Cu(II): А – відновлення Cu2+ до Cu2О↓ у середовищі LB; Б – 

осадження Cu2+ у мінеральному середовищі з цитратом Cu2+; В – відновлення Cu2+ 

до Cu2О↓ у середовищі LB з глюкозою (5 г/л); Г – мобілізація Купруму у 

мінеральному середовищі з глюкозою (5 г/л) та Cu3(PO4)2↓; Ґ  – мобілізація 

Купруму у мінеральному середовищі з глюкозою (5 г/л) та Cu(OH)2↓; Д – посів у 

середовище NA без Купруму для кількісного обліку 
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внаслідок великої різниці редокс-потенціалів між донорною (ферментні системи 

анаеробних мікроорганізмів, Eh = –300…–380 мВ) та акцепторною (E'
0Cu(II) = +475 мВ) 

системами. Другий – осадження у нейтральних та слаболужних умовах Cu2+ карбонат-

аніоном CO3
2– без зміни валентності до CuCO3↓. 

 

Рис. 5.11 Ріст штаму Clostridium butyricum UKR6 на середовищі NA з крохмалем та 

відновником цитратом Fe(II), Eh = –180…–220 мВ 

Вплив Cu2+ на ріст облігатно-анаеробного штаму досліджували за зміною 

метаболічних параметрів рН, Eh, складу газової фази, концентрації розчинних 

органічних сполук, тощо (рис. 5.12). У контрольних умовах, за відсутності Cu2+, 

ферментація картоплі тривала 7 діб. За таких умов показник рН знизився від 7,32 ± 

0,4 (початок культивування) до 5,1 ± 0,25 (168 година, 7 доба культивування). Редокс-

потенціал також інтенсивно знижувався і на 2 добу (48 годину) становив –281 ± 23 

мВ (рис. 5.12, Б). Максимальна концентрація H2 становила 38,4 ± 1,8% також на 2 

добу, що корелювало з максимальним зниженням Eh. Концентрація CO2 також 

підвищувалася і становила 62,5±3,1 на 68 годину культивування. 

Згідно термодинамічного прогнозування (див. розділ “Огляд літератури”), в 

облігатно-анаеробних умовах, а саме за низьких значень редокс-потенціалу має 

відбуватися іммобілізація Cu2+ внаслідок  відновлення до нерозчинного Cu2О↓. 

Враховуючи цей факт, розчин Купруму вносили у культуральну рідину в активній 

фазі ферментації (19 доба культивування), за максимального зниження Eh 

культуральної рідини. 
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Катіон Cu2+ у концентрації 50 мг/л суттєво не впливав на ріст культури. 

Відновлення синтезу водню відбулося одразу після зниження концентрації розчинних 

сполук Купруму у середовищі культивування. Більш значне пригнічення синтезу 

водню спостерігалося за присутності 100 і 200 мг/л Cu2+. Після внесення 100 мг/л Cu2+ 

максимальна концентрація Н2 становила 34,2 ± 1,7%, що на 4,2% менше, ніж у 

контрольному варіанті. Згодом концентрація Н2 також зменшилась і за 168 год 

становила лише 21,4 ± 1,1% (рис. 5.12). Ще більше пригнічення синтезу водню 

спостерігалося після внесення 200 мг/л Cu2+. Так, максимальна концентрація Н2 після 

внесення становила 32 ± 2,6%, що на 6,4% менше, ніж у контрольних умовах (рис. 

5.12, В). Збільшення концентрації Купруму корелювало зі збільшенням концентрації 

СО2 у газовій фазі флаконів. Так, концентрація СО2 становила 62,5 ± 3,1% у 

контрольних умовах за 168 днів культивування та 67,3 ± 3,4, 71,4 ± 3,6 та 72 ± 3,6% у 

присутності 50, 100 і 200 мг/л Cu2+ відповідно (рис. 5.12, Ґ). Пригнічення синтезу H2 

також виражалося у зниженні кумулятивного продукування (рис. 5.12, Г) і відповідно 

виходу біоводню (табл. 3.8). Так, відбувалося повне припинення синтезу об’єму 

водню одразу після внесення 100 та 200 мг/л Cu2+. Купрум у концентрації 50 мг/л Cu2+ 

не пригнічував продукування водню, оскільки у такій концентрації був швидко 

іммобілізований мікроорганізмами (рис. 5.12, Г). 
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Рис.5.12 Вплив сполук Cu2+ у концентраційному діапазоні 50-200 мг/л на метаболічні 

параметри росту Clostridium butyricum 92: рН (А); Eh (Б); концентрація H2 (В); 
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кумулятивне продукування водню (Г); концентрація CO2 (Ґ); концентрація розчинних 

органічних сполук (Д). Чорні лінії – контроль без Cu2+; червоні лінії – 50 мг/л Cu2+; 

сині лінії – 100 мг/л Cu2+; зелені лінії – 200 мг/л Cu2+ 

Найбільш суттєво процес ферментації пригнічувався Cu2+ у концентрації 100 та 

200 мг/л. Так, вихід водню був у 6,9 та 7,2 рази нижчим, порівняно з контролем 

відповідно (табл. 5.1). Коефіцієнт деструкції був у 2,3 та 8,9 разів нижчим порівняно 

з контролем (75 ± 5,7)  за наявності 100 та 200 мг/л відповідно (табл. 5.1). 

Таблиця 5.1 

Вплив Купруму на ефективність ферментації  картоплі  штамом 

Clostridium butyricum 92 

Концентрація 

Cu2+, мг/л 

H2max, % Вихід H2, 

л/кг АСМ 

Вихід СO2, 

л/кг АСМ 

Kd 

Контроль 38,4 ± 1,9 85,8 ± 15,3a 123,8 ± 14,5a 75,0 ± 5,7a  

50 37,0 ± 1,9 77,1 ± 16,1ab 112,8 ± 17,1a 71,0 ± 10,2a 

100 34,2 ± 1,7 12,5 ± 3,5c 34,0 ± 15,1b 32,1 ± 5,6b 

200 32,0 ± 2,6 11,9 ± 2,1c 32,0 ± 4,1b 8,4 ± 3,2c 

*Примітка. У кожному рядку вказано середні значення (±SD, n = 3) з різними літерами 

(a–f), що показують відмінність між вибірками (поправка Бонфероні, p ≤ 0,05) 

 

Найбільше Cu2+ впливала на значення редокс-потенціалу культуральної рідини. 

Одразу після внесення розчину Cu2+ у концентрації 50 мг/л Eh стрімко підвищувався 

від –268 ± 34 мВ до +160 ± 12 мВ, а після внесення 200 мг/л Cu2+ Eh підвищився від –

290 ± 35 мВ до +212 ± 22 мВ (рис. 5.12, Б). 

Швидкість та ефективність іммобілізації Cu2+ у концентрації 50 мг/л були дуже 

високими (рис. 5.13, А). Всього за 2 години концентрація Cu2+ знизилася на 83,2% (від 

48,9 ± 4,4 мг/л до 12,5 ± 5,6 мг/л), а за 5 годин на 92,8% (від 48,9 ± 4,4 мг/л до 3,5 ± 1,2 

мг/л). 
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Рис.5.13 Іммобілізація Купруму(ІІ) штамом Clostridium butyricum 92 за вихідної 

концентрації 50 мг/л (А), 100 мг/л (Б) та 200 мг/л  Cu2+ (В) 
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Загалом, тривалість іммобілізації становила всього 5 годин, а концентрація 

Cu2+ знизилася від 48,9 ± 4,4 мг/л до 3,5 ± 1,2 мг/л (рис. 5.13). Ефективність 

іммобілізації становила 92,8%. Незважаючи на позитивні значення редокс-потенціалу 

протягом 5 годин після внесення Купруму, відновлення могло відбуватися у твердій 

фазі культуральної рідини (картоплю була єдиним сбстратом для зброджування). 

Крім того, метали вносили в активній фазі росту анаеробної культури на 19 годину 

культивування за максмального зниження редокс-потенціалу (наприклад, до –290 ± 

31 мВ). За таких низькопотенціальних умов більше половини Cu2+ відновлювалося 

протягом першої години культивування після внесення Купруму. Таке стрімке 

зниження концентрації Cu2+ спостерігалася у всіх варіантах експерименту. 

Наприклад, у першому варіанті протягом години концентрація Cu2+ знизилася у 2,3 

рази від 48,9 ± 4,4 мг/л до 21,6 ± 3,0 мг/л (рис. 5.13, А), у другому у 2,6 рази від 104,3 

± 8,2 до 39,8 ± 4,4 мг/л (рис. 5.13, Б), у третьому у 2,1 рази від 201 ± 20,0 до 94,3 ± 14,7 

(рис. 5.13, В). Вірогідно, що у подальшому відновлення Cu2+ (100 та 200 мг/л Cu2+) 

відбувалося мікробними екзометаблітами з відновними властивостями, які 

синтезувалися у стаціонарній фазі росту (рис. 5.12, Ґ). 

Дещо менша ефективність іммобілізації спостерігалася за наявності 100 мг/л 

Cu2+ (рис. 5.13, Б). Тривалість вилучення 100 мг/л Cu2+ становила 9 годин з 

ефективністю 88%. За цей час концентрація Cu2+ знизилася від 104,3 ± 8,2 мг/л до 12,5 

± 1,6 мг/л (рис. 5.13). Найнижча швидкість іммобілізації спостерігалася за наявності 

200 мг/л Cu2+ (рис. 5.13, В). Так, тривалість іммобілізації становила 96 годин (4 доби) 

з ефективністю 93,8%. Концентрація Cu2+ у середовищі знизилася від 201,0 ± 20,0 до 

12,5 ± 2,6 мг/л (рис. 5.13, В). 

Зброджування картоплі штамом Clostridium butyricum 92 за наявності Купруму 

представлено на рис. 5.14. 
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Рис. 5. 14 Зброджування картоплі облігатно-анаеробним штамом 

Clostridium butyricum 92: А – ріст у контрольному середовищі без Купруму на 19 

годину культивування; Б – ріст за наявності 100 мг/л Cu2+ на 20 годину культивування; 

В – ріст за наявності 100 мг/л Cu2+ на 72 годину культивування 

Таким чином, неадаптований до Купруму облігатно анаеробний штам 

ефективно іммобілізував Cu2+ із середовища культивування. Стрімка іммобілізація 

Cu(II) відбувалася за рахунок відновлення високопотенціального Cu2+ 

низькопотенціальними облігатно анаеробними клостридіями. Результати цього 

експерименту підвтверджують основні положення термодинамічного прогнозування 

про залежність ефективності іммобіліції (відновлення та осадження) сполук металів-

окисників від різниці редокс-потенціалу між донорною і акцепторною системами за 

росту бактерій. 

5.4 Іммобілізація Cu(II) воденьсинтезувальним мікробним угрупованням 

Згідно термодинамічного прогнозування, іммобілізація Купруму є 

високоефективною за водневого зброджування органічних сполук. У цьому випадку 

вона може відбуватися одночасно двома термодинамічно-допустимими шляхами: 

осадження катіону Cu2+ карбонат-іоном у формі нерозчинного карбонату CuCO3↓ та 

відновлення Cu2+ внаслідок велико різниці редокс-потенціалу між донорною 

(анаеробні воденьсинтезувальні мікроорганізми) та акцепторною (Cu2+) системами. 
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Так, високопотенційний Cu2+ з Ео = +486 мВ має відновлюватися метаболічно 

активним воденьсинтезувальним угрупованням, яке створює низькі значення редокс-

потенціалу, Eh = – 300 …– 400 мВ. Для експериментального підтвердження цих 

положень було досліджено іммобілізацію цитрату Cu2+ воденьсинтезувальним 

мікробним угрупованням.  

У контрольних умовах без Купруму воденьсинтезувальне мікробне 

угруповання збоджувало багатокомпонентні харчові відходи (БХВ) з високою 

ефективністю (рис. 5.15, а).  

  

  

Рис.5.14 Динаміка водневого зброджування багатокомпонентних харчових відходів 

та іммобілізації Cu2+: а – контрольне зброджування без Купруму; б – зброджування у 

присутності 50 мг/л Cu2+; в – іммобілізація за початкової концентрації 50 мг/л; г – 

іммобілізація за початкової концентрації 100 мг/л (зелені лінії – концентрація H2, 
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чорні лінії – рН; червоні лінії – Eh, сині лінії – концентрація Cu2+; РММ – регулятори 

мікробного метаболізму 

Окисно-відновний потенціал культуральної рідини знизився від +318 ± 47,7 мВ 

до –344 ± 51,6 мВ за 32 години зброджування БХВ. Значення рН також знизилося від 

7,1 до 5,0 протягом перших 24 годин культивування. Значення pH стабілізували в 

діапазоні від 6,5 до 7,2 ± 0,3 додаванням регуляторів мікробного метаболізму (РММ) 

протягом перших 32 годин бродіння для забезпечення оптимальних умов для росту 

угруповання. Максимальна концентрація Н2 у контрольних умовах становила 34,7 ± 

2,4 % (рис. 5.15, а). За відсутності Купруму процес зброджування був 

високоефективним: вихід H2 становив 76 л/кг багатокомпонентних харчових відходів, 

коефіцієнт деструкції відходів Kd = 90. Як і очікувалося, Eh різко підвищився від – 

265 ± 26,5 мВ до + 256 ± 25,6 мВ після внесення 50 мг/л Cu2+ на 50 годину 

зброджування (стаціонарна фаза). Синтез водню одразу припинився, а значення pH 

не змінилося (рис. 5.15, б). 

Внесення 50 мг/л Cu2+  пригнічувало метаболічну активності мікроорганізмів. 

Концентрація Н2 зменшилася з 19,0 ± 2,8% до 15,1 ± 3,2% протягом 5 годин 

іммобілізації Купруму (рис. 5.15, б). За цих умов вихід H2 та коефіцієнт деструкції 

відходів Kd становили 45 л/кг ТХВ та 57 відповідно, що у 1,7 і 1,6 разів менше, ніж за 

контрольного зброджування. Таким чином, Купрум пригнічував зброджування за 

концентрації 50 мг/л Cu2+ (рис. 5.15, б). Вихід водню та ефективність деструкції 

відходів знизилися на 41% і 37%, відповідно. 

Незважаючи на пригнічення процесу зброджування (рис. 5.16), Cu2+ був швидко 

та ефективно іммобілізований воденьсинтезувальними мікроорганізмами. Так, 

іммобілізація тривала всього 5 годин, а її ефективність становила 99% (рис. 5.15, в). 

Концентрація Cu2+ знизилася удвічі від 51,1 ± 7,6 мг/л до 24,3 ± 3,6 мг/л протягом двох 

годин після внесення розчину. На 5 годину концентрація Cu2+ зменшилася до 0,5 ± 0,1 

мг/л і більше не змінювалася (рис. 5.15, в). 
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Рис.5.15 Пригнічення зброджування багатокомпонентних харчових відходів 

сполуками Cu2+ 

Важливим етапом роботи було дослідження іммобілізації Cu2+ культуральній 

рідині після завершення водневого зброджування БХВ (рис. 5.15, г). Для цього 

культуральну рідину відібрали з біореактора (240 л), де щойно було завершено 

зброджування БХВ (80 година зброджування). Кінцеві метаболічні параметри 

зброджування свідчили про завершення процесу бродіння: концентрація Н2 у газовій 

фазі біореактора зменшилася від 35,2 ± 4,1% до 15,5 ± 2,2%. Редок-потенціал 

підвищився  від –360 ± 45,3 мВ до –150 ± 22,3 мВ, об’єм газу також не синтезувався. 

Кульутральну рідину переносили у скляний біореактор (0,5 л) і культивували 

протягом 12 годин за температури 30 °C для стабілізації метаболічних параметрів 

анаеробного воденьсинтезувального мікробного угруповання. Завдяки залишковій 

метаболічній активності мікроорганізми проявляли редуктазну активність і 

синтезували Н2. Початкові параметри до внесення Cu2+: 15 ± 4,3% H2, Eh = –151 ± 22,1 

мВ, а також відсутність синтезу газу. За таких умов додавання високопотенційного 

Cu2+ у концентрації 100 мг/л викликало значний стрес для облігатно-анаеробних 

мікроорганізмів. Редокс-потенціал різко підвищився від –150 ± 22,1 мВ до +320 ± 43,1 

мВ (рис. 5.15, г). Незважаючи на низьку метаболічну активність 

воденьсинтезувального мікробного угруповання після завершення зброджування 

відходів, залишкової редуктазної активності було достатньо для іммобілізації Cu2+. 

Так, концентрація Cu2+ знизилася від 102,6 ± 15,4 мг/л до 55,5 ± 7,5 мг/л протягом 20 
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годин після внесення Купруму. Загалом, Купрум був повністю іммобілізований у 

культуральній рідині за 30 годин (кінцева концентрація становила 0,5 ± 0,2 мг/л. 

Ефективність іммобілізації становила 99,5 %. Як тільки Cu2+ був іммобілізований з 

культуральної рідини, Eh знову знизився від +320 ± 43,1 мВ до 0 ± 12,1 мВ). Синтез 

об’єму газу, тобто подальше бродіння, не відновилося. 

Таким чином, іммобілізація Cu2+ за механізмами відновлення Cu2+ до 

нерозчинного Cu2O↓ або осадження у формі CuCO3↓ за рахунок взаємодії з аніоном 

СО3
2-, що утворювався за анаеробного зброджування. 

 

5.5 Іммобілізація Cu(II) метаногенним  мікробним угрупованням 

Згідно термодинамічного прогнозування, іммобілізація Купруму можлива 

шляхом осадження катіону Cu2+ сірководнем (Н2S) у формі нерозчинного сульфіду 

CuS↓. Для експериментального підтвердження цього положення було досліджено 

іммобілізацію цитрату Cu2+ метаногенним мікробним угрупованням. Термодинамічне 

обґрунтування відновлення сполук Купруму(ІІ) полягає у тому, що 

високопотенційний Cu2+ з Ео = +486 мВ має відновлюватися метаболічно активним 

метаногенним угрупованням, яке створює низькі значення редокс-потенціалу, Eh = – 

360 …– 380 мВ. Одночасний синтез метану та відновлення Cu2+ можливе внаслідок 

розгалуження потоку електронів від донорів до акцепторів, таких як СН3
- та Cu2+. Як 

інокулят використовували мікробний препарат GMP2, що містив неадаптовані до 

Купруму метонагени та сульфатредуктори. Як субстрат використовували рослини 

пістії, що були зібрані на р. Дніпро (м. Київ). Мікроорганізми ефективно вилучали 

сполуки Купруму за росту на органічному субстраті рослинного походження. Розчин 

Купруму(ІІ) у формі цитрату Cu2+ додавали в активній фазі зброджування на 49 годині 

культивування до кінцевих концентрацій 100 мг/л та 200 мг/л (рис. 5.17, A, Б). У цій 

фазі спостерігався активний процес сульфатредукції, про що свідчило накопичення 

відновлених сполук сірки (сульфідів) чорного кольору у культуральній рідині. В обох 

варіантах після додавання розчину Купруму швидко підвищувався редокс-потенціал, 
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від −86 ± 31,7 мВ до +286 ± 28,5 мВ після внесення 100 мг/л Cu2+ (рис. 5.17, A) та від 

−16,3 ± 10,1 мВ до +290 ± 22,2 мВ після додавання 200 мг/л Cu2+ (рис. 5.17, Б). 

 

Рис.5.16 Ефективна іммобілізація сполук Купруму за зброджування рослин 

Pistia stratiotes за початкових концентрацій100 мг/л (A) та 200 мг/л (B) Cu2+: сині лінії 

– концентрація Cu2+; червоні лінії – значення редокс-потенціалу; зелені лінії – 

концентрація CH4 

Іммобілізація 100 мг/л Cu2+ тривала лише три доби і корелювала зі зниженням 

редокс-потенціалу потенціалу в середовищі. Протягом першої доби після весення 

Купруму спостерігалося пригнічення синтезу метану, що проявилося у зниженні 

концентрації від 60,0 ± 7,0% до 49,4 ± 4,5%. Однак, через 2 доби синтез біометану 

знову підвищився до 67,0 ± 6,9%, коли концентрація Cu2+ знизилася до 7,0 ± 3,4 мг/л 

(рис. 5.17, А). Купрум у концентрації 200 мг/л пригнічував процес метанового 

зброджування пістії. Це проявлялося у пригніченні синтезу біометану, збільшення Eh 

до дуже високих та неоптимальних значень для метаногенів у діапазоні від +290 ± 

30,2 до +370 ± 17,9 мВ (рис. 5.17, Б). Незважаючи на це, Купрум був повністю 

іммобілізований з середовища протягом 10 діб. Метаболічні параметри не 

повернулися до вихідного рівня, і концентрація біометану остаточно знизилася з 69,3 

± 7,3% до 37,1 ± 7,71% (рис. 5.17, Б). Так, застосування GMP2 є оптимальним не лише 

для ефективної деструкції рослин пістії, а також для для іммобілізації розчинних 

сполук Cu(II) без зміни валентного стану. 

Основні положення розділу 5 викладено у наукових працях [173-177]. 



  

169 
 

6. РОЗДІЛ 6 АКУМУЛЯЦІЯ СПОЛУК КУПРУМУ ТА 

РЕПРЕЗЕНТАТИВНИХ МЕТАЛІВ З КОНТАМІНОВАНИХ ҐРУНТІВ 

РОСЛИНАМИ 

 

6.1 Акумуляція широкого спектру іонів металів (Cu2+, Ni2+, Co2+, Cd2+ та 

CrO4
2- ) рослинами Nicotiana tabacum L.  

Згідно термодинамічного прогнозування, не тільки мікроорганізми, а також і 

рослини можуть акумулювати сполуки Cu2+ внаслідок стереохімічної аналогії з 

макроелементом Mg2+. Ми припустили, що закономірності акумуляції сполук 

Купруму рослинами мають бути подібні за взаємодії рослин і з іншими токсичними 

металами-замісниками, що поглинаються рослинами внаслідок стереохімічної 

аналогії з макроелементами. Було досліджено здатність рослин тютюну 

(Nicotiana tabacum L.) акумулювати сполуки Cu2+, Ni2+, Co2+, Cd2+ та CrO4
2-. Було 

показано, що важкі метали пригнічували ріст досліджуваних рослин тютюну. Метали 

призводили до некрозу тканин та загибелі тютюну (рис. 6.1). 

 

Рис. 6.1 Згубний вплив металів на рослини Nicotiana tabacum L.: а – ріст у 

контрольних умовах без металів; б – ріст на 2 добу після внесення Купруму; в – 3-й 
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день росту після внесення Cr(VI); г – вигляд листя тютюну за росту у контрольних 

умовах без металів; д – ділянки листя, уражені Cu(ІІ) через 1 добу після внесення; е – 

ділянки листя, уражені Cr(VI) через дві доби після внесення 

Незважаючи на це, рослини ефективно акумулювали усі метали протягом 3-7 

діб до їх загибелі. Їх накопичення спостерігалося у всіх частинах рослин - листі, 

стеблах і коренях. Найвища концентрація Co(II), Ni (II), Cd(II), Cr(VI) була виявлена 

в листі і коливалася від 1705,8 ± 424,9 мг/кг до 11405,8 ± 1848,2 мг/кг та Cu(II) - у 

коренях, що становила 8491,6 ± 1241,2 мг/кг абсолютно сухої маси (рис. 6.2).  

 

Рис. 6.2 Накопичення Кобальту (а), Нікелю (б), Хрому (в), Купруму (г) та Кадмію (д) 

у різних частинах рослин Nicotiana tabacum L.: помаранчеві стовпчики - листя; жовті 

стовпчики - стебла; зелені - корені (х ± SD, n = 5); P <0,05 з корекцією Бонферроні 
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Концентрація Cd у стеблах була найнижчою і становила 545,2 ± 142,8 мг/кг. 

Інші метали накопичувалися в стеблах тютюну в набагато більших кількостях. Так, 

концентрація Cr(VI) була в 7,4 рази вищою і становила 4043,6 ± 700,9 мг/кг, а 

концентрація Ni(II) перевищувала концентрацію Кадмію в 16 разів (8509,8 ± 

1828,2 мг/кг). Отримані результати свідчать про можливість ефективного вилучення 

рослинами широкого спектру токсичних металів з ґрунту. Слід зазначити, що всі 

досліджувані метали були дуже токсичними і призводили до повного пригнічення 

росту рослин тютюну. Найтоксичнішим з усіх металів був Кадмій. Він був 

накопичений рослинами у найменшій кількості (від 545,2 ± 142,8 мг/кг до 1705,8 ± 

424,9 мг/кг) у всіх частинах рослини. Встановлено, що 62,3 ± 8,9% – 79,0 ± 8,4% 

металів накопичувалося в тютюновому листі (64,0 ± 8,3% Ni(II), 62,3 ± 8,9% Co(II), 

69,3 ± 9,4% Cr(VI), 79,0 ± 8,4% Cd(II)). Однак розподіл Купруму відрізнявся від 

розподілу інших металів у рослинах тютютну. Так, найбільше Купруму було 

акумульовано у стеблах (53,6 ± 11,9%), найменше - у листі (10,2 ± 2,3%) (рис. 6.3, г). 

 

Рис. 6.3 Розподіл Кобальту (а), Нікелю (б), Хрому (d), Купруму (г), Кадмію (д) у 

різних частинах рослин: зелені секції - листя; сині секції - стебла; жовті секції - корені 

(х ± SD, n = 5) 
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Це може бути пов'язано з повільнішим транспортом Cu(II) у тканини рослин. 

Рослини не встигли накопичити достатньо металу в листі через швидке пошкодження 

клітин та загибель. Рівень розподілу інших металів у коренях був дуже низьким. У 

коренях накопичувалося лише 2,9 ± 0,6% Ni(II), 5,0 ± 1,5% Co(II) та 10,5 ± 2,5% Cd(II). 

Ефективність вилучення металів коливалася від 0,6 ± 0,2% до 3,65 ± 0,6% 

(рис. 6.4). Враховуючи надвисоку початкову концентрацію кожного з металів (500 

мг/кг), ефективність вилучення також була високою. Можна припустити, що 

ефективність вилучення буде вищою при меншій концентрації металів у ґрунті. 

Найбільш токсичним для рослин був Кадмій, оскільки у його присутності рослини 

гинули найшвидше. Крім того, концентрація накопиченого Кадмію в рослинах 

тютюну була найнижчою. 

 

Рис. 6.4 Ефективність вилучення металів рослинами Nicotiana tabacum L. (х ± SD, n = 

5); P <0,05 з корекцією Бонферроні 

Таким чином, показано, що метали накопичувались переважно у листях 

тютюну. Виключення становив Купрум. Так, у листях накопичувалось від 62 до 79% 

Кобальту, Нікелю, Хрому та Кадмію, а Купруму – лише 10%. Проте значна кількість 

Купруму (53,6%) накопичилась у стеблах. Таким чином, вміст усіх пяти металів у 

наземних частинах рослин був високим та становив від 64% (Купрум) до 90% 

(Кадмій). Для біоремедіаційних технологій важливим є те, що наземні частини рослин 

з максимальним вмістом металів дуже легко скосити та у подальшому утилізувати 
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(наприклад, спалюванням). Звідси випливає, що для очищення грунтів від широкого 

спектру металів найбільш підхожа швидко ростуча трава, яка має незначну кореневу 

систему та розвинені листові пластини. Отже, отриманні дані свідчать про 

перспективність використання газонної трави для очищення ґрунтів від металів. 

6.2 Вилучення іонів металів сумішшю газонних трав  

Було показано високу ефективність накопичення сполук Купруму та Хрому 

газонною травою. У попередньому підрозділі показано, що максимальне накопичення 

металів мало місце у різних частинах тютюну (листі, стеблах та коренях). У роботі 

також досліджено закономірності вилучення металів з ґрунту сумішшю трав Agrostis 

capillaris L., Festuca pratensis Huds. та Poa pratensis L. Варто зазначити, що рослини 

почали акумулювати метали вже на першу добу після їх внесення у ґрунт. Таке 

швидке накопичення можна пояснити суттєвою потребою газонної трави у волозі. 

Разом з транспортом води та розчинених в ній макроелементів метали накопчувалися 

у коренях та верхній частині рослин. За наявності концентраційного градієнту Хрому 

та Купруму у ґрунті рівень їх накопичення рослинами відрізнявся. Так, за 

концентрації 50 мг/кг Сu(II) у ґрунті концентрація у коренях становила 69,1 ± 13,2 

мг/кг АСМ, у наземній частині – 105,2 ± 23,8 мг/кг АСМ трави (рис. 6.5, a). 

Концентрація Купруму у траві підвищилася у 2,9 рази у коренях (до 197,2±55 мг/кг) 

та у 2,6 рази у наземній частині (до 271,4 мг/кг) після  30 діб росту у контамінованому 

Купрумом ґрунті (рис. 6.5, a). Концентрація Хрому у рослинах дещо відрізнялася від 

концентрації Купруму. Так, за росту у присутності 50 мг/кг Cr(VI) трава акумулювала 

значно більше хрому ніж Купруму за такої ж концентрації. Коренями рослин було 

накопичено 156,4 ± 47,9 мг/кг Хрому, а наземною частиною 175,9 ± 38,5 мг/кг (рис. 

6.5, б). Максимальна концентрація Хрому була у коренях трави на 30 добу росту за 

вихідної концентрації 50 мг/кг Cr(VI) і становила 320,1 ± 67,0 мг/кг (рис.6.5, б). 

Концентрація Хрому у листі протягом 30 діб знаходилася на сталому рівні і 

коливалася в межах від 169,5 ± 51,4 до 175,9 ± 38,5 мг/кг. Таким чином, сполуки 

Хрому більше накопичувалися у коренях, ніж у наземній частині трави (рис. 6.5, б). 



  

174 
 

Сполуки Купруму навпаки акумулювалися більше в наземній частині трави (рис. 6.5, 

a). 

Інтенсивне накопичення сполук Купруму відбувалося також і за вихідної 

концентрації Cu(II) у ґрунті 100 мг/кг. Так, на першу добу вирощування у 

забрудненому Купрумом ґрунті у коренях було накопичено 172,3 ± 32,3 мг/кг Cu(II) 

(рис.6.5, c), що у 2,5 рази перевищує кількість, що була накопичена за вихідної 

концентрації 50 мг/кг грунту. Однак, через 30 діб вирощування концентрація 

Купруму у коренях підвищилася лише до 220,5 ± 45,0 мг/кг, що лише у 1,1 раз 

перевищує значення при рості трави за наявності 50 мг/кг Cu(II). Концентрація 

Купруму залишалася на сталому рівні з 1 по 30 добу (рис. 6.5, в). Зміни концентрації 

Купруму за наявності 100 мг/л були зафіксовані більше у наземній частині трави. Так, 

на першу добу після внесення 100 мг/кг Cu(II) його концентрація у листі становила 

213,3 ± 43,0 мг/кг, на 7 добу – 300,7 ± 32,9 мг/кг. На 7, 14 та 30 добу не було 

зафіксовано статистично значимих змін концентрації Купруму у наземній частині, 

яка коливалася в межах від  300,7 ± 39,2 до 313,2 ± 55,0 мг/кг (рис. 6.5, в). 
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Рис. 6.5 Динаміка накопичення Купруму та Хрому газонною травою за їх росту у 

контамінованому ґрунті: (a) 50 мг/кг Cu(II); (б) 50 мг/кг Cr(VI); (в) 100 мг/кг Cu(II); 

(г) 100 мг/кг Cr(VI); (ґ) 200 мг/кг Cu(II); (д) 200 мг/кг Cr(VI) 

Закономірності накопичення сполук Хрому травою за росту у забрудненому 

Cr(VI) ґрунті у концентрації 100 мг/кг відрізнялися від закономірностей накопичення 

сполук Купруму. Так, велика кількість Хрому була накопичена рослинами протягом 

1 доби після його внесення. Розподілення Хрому у коренях та наземній частині трави 
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було подібним, що було підтверджено статистичним аналізом. Так, після 1 доби у 

коренях накопичилося 278,5 ± 52,1 мг/кг, а у листі 282,0 ± 28,5 мг/кг хрому (рис. 6.5, 

г). На 30 добу концентрація у коренях підвищилася до 372,8 ± 74,8 мг/кг, що у 1,3 

рази більше, ніж на 1 добу, а у наземній частині становила 406,7 ± 63,2 мг/кг (рис. 6.5, 

г). 

Як і очікувалося, за найбільшої концентрації Купруму і Хрому (200 мг/кг у 

ґрунті) рослини акумулювали їх найбільше. Так, концентрація Купруму у коренях та 

наземній частині становила 299,2 ± 57,5 та 301,2 ± 27,3 мг/кг відповідно вже через 1 

добу після внесення у ґрунту. Концентрація залишалася на такому рівні протягом 30 

діб росту трави у присутності 200 мг/кг Cu(II) (рис. 6.5, ґ). Як і за концентрацій 50 та 

100 мг/кг, сполуки Купруму більше накопичувалися у наземній частині трави. На 

першу добу розподілення Cu(II) у коренях та листі було подібним, однак вже на 14 та 

30 добу її концентрація у наземній частині трави підвищилася майже удвічі і 

становила 490,0 ± 47,3 мг/кг та 497,7 ± 74,1 мг/кг рослинної біомаси (рис. 6.5, ґ). 

За концентрації Хрому 200 мг/кг ґрунту рослини акумулювали його як у 

коренях, так і в наземній частині трави. Кількість накопиченого Хрому на першу добу 

у коренях становила 282,7 ± 75,4 мг/кг (рис. 6.5, д). На 30 добу вона підвищилася у 

1,5 рази і становила 426,84 мг/кг. Подібна кількість Хрому була накопичена і в 

наземній частині трави (рис. 6.5, д). 

В цілому спостерігалася закономірність до накопичення Купруму у наземній 

частині трави, а Хрому у коренях. Інтенсивна акумуляції металів спостерігалая вже 

на першу добу вирощування трави. Підвищення концентрації Купруму та Хрому у 

частинах рослин корелювало з підвищенням їх вмісту у ґрунті. Тривалість росту 

трави у присутності металів також впливала на рівень акумуляції металів. В більшості 

випадків найбільша концентрація була накопичена на 30 добу вирощування. 

Отже головним висновком є те, що суміш трав Agrostis capillaris L., Festuca 

pratensis Huds. та Poa pratensis L. швидко та ефективно накопичують сполуки 

Купруму та Хрому, що є підґрунтям для створення промислових біотехнологій 

очищення ґрунтів від металів. 
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6.2.1 Вплив Cu(II) та Cr(VI) на ріст газонної трави  

Вплив Купруму та Хрому на ріст і розвиток газонної трави вивчали за зміною 

висоти та маси рослин. За наявності металів у концентрації 50–200 мг/л не 

спостерігалося значного інгібування росту рослин. Вплив Купруму та Хрому на 

рослини проявлявся зовнішньо лише за концентрації у ґрунті 200 мг/кг. 

Спостерігалося пожовтіння наземної частини трави, поява поодиноких некрозів та 

в’янення рослин. Як і очікували, у контрольній траві, що росла у ґрунті без металів, 

спостерігався найбільш інтенсивний ріст. Так, за 30 діб вирощування середня 

довжина контрольної трави підвищилася від 27 ± 2,0 см до 43,0 ± 2,0 см (рис. 6.6). 

 

Рис. 6.6 Вплив металів на ріст газонної трави 

 

У всіх інших варіантах експерименту спостерігалася однакова швидкість 

росту трави. Помітне зниження довжини порівняно з контролем спостерігалося на 14 

добу після внесення Купруму та Хрому. Наприклад, за концентрації 200 мг/кг Cr(VI) 

у ґрунті, довжина трави становила 33 ± 1,3 см, а у контрольні траві на 5 см більше – 

38 ± 3 см (рис. 6.6). Подібні закономірності інгібування росту трави спостерігалися і 

у присутності 200 мг/кг Cu(II). Протягом 30 діб вирощування рослин після внесення 

металів спостерігалася ще більш суттєва затримка їх росту порівняно з контролем. 

Довжина рослин коливалася в межах від 34,0 ± 3,0 см (100 мг/кг Cr(VI)) до 38,0 ± 1,2 
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см (рис. 6.6). Тобто спостерігалося зменшення росту у довжину на 11,6 – 21,0% 

порівняно з контролем. Метали пригнічували ріст рослин порівняно з контролем, 

однак інтенсивність пригнічення статистично не відрізнялася за впливу 50–200 мг/кг 

Cu(II) чи Cr(VI). 

Іншим параметром, який досліджували на вплив металів, була маса рослин. 

Коефіцієнт перерахунку трави на абсолютно суху масу становив 3,55. Середня суха 

маса контрольних рослин, що були вилучені з ґрунту після завершення експерименту 

становила 107,8 ± 6,9 г. Маса трави, що продовжувала рости у присутності токсичних 

металів коливалася в межах від 62,8 ± 9,3 г (200 мг/кг Cr) до 85,5 ± 14,2 г (50 мг/кг 

Cr). Очевидно, що спостерігалося інгібування приросту маси рослин порівняно з 

контролем на 20,7 – 41,8% (рис. 6.7). 

 

Рис.6.7 Вплив металів на приріст маси газонної трави (у перерахунку на АСМ) 

 

Таким чином, нами показано, що розчинні сполуки Хрому(VI) та Купруму(ІІ) 

несуттєво пригнічують ріст газонної трави на у концентраційному діапазоні 50–100 

мг металу/кг ґрунту. Інгібування проявлялося як у зменшенні довжини стеблової 

частини рослин, так і у зменшенні маси рослин. Проте навіть за макимальних 

концентрацій Купруму та Хрому газонна трава долала негативну дію металів та 

вилучала метали з ґрунтів. 
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6.2.2 Вплив металів на мікробіом ґрунту 

Було показано, що Хром та Купрум у концентраційному діапазоні 50 – 200 мг 

іонів/кг ґрунту не інгібували ґрунтовий мікробіом. Було виявлено, що як контрольний 

ґрунт, так і дослідний з металами містив велику кількість життєздатних 

мікроорганізмів. У контрольному ґрунті без металів кількість міроорганізмів 

становила 1,4×107 КУО/г (рис. 6.8). 

 

Рис. 6.8 Вплив Cu(II) та Cr(VI) на ґрунтовий мікробіом 

 

За наявності 50–200 мг/кг Cu(II) чи Cr(VI) концентрація клітин коливалася від 

1.3×107 до 1.8×107 КУО/г. Не було зафіксовано статистично-достовірної різниці 

значень кількості мікроорганізмів у контрольних та дослідних зразках ґрунту 

(рис.6.8). 

Таким чином, мікробіом ґрунту адаптувався до дії токсичних металів. Кількість 

мікроорганізмів зберігалася на сталому рівні навіть за концентрації 200 мг/кг Cu(II) 

та Cr(VI) у ґрунті. Рослини тютюну та польові трави здатні ефективно акумулювати 

сполуки токсичних металів з контамінованих ґрунтів та є перспективними для 

розробки біотехнологій біоремедіації екосистем. 

Основні положення розділу 6  викладено у наукових працях [178-181]. 
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1. УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

Впродовж останньго десятиліття значний інтерес для науки становить пошук 

нових методів ремедіації контамінованих ґрунтів та очищення металовмісних стічних 

вод [182]. Сполуки Купруму є одними з найбільш розповсюджених токсикантів, що 

накопичуються у довкіллі у місцях родовищ [183], внаслідок гірничовидобувної 

діяльності [184], а також за використання металовмісних пестецидів для підвищення 

родючості агроекосистем [7]. Наслідком цього є порушення функціонування 

природних екосистем, потрапляння Купруму у підземні води та його накопичення у 

сільсько-господарських культурах [185]. Біотехнологічні підходи, що базуються на 

застосуванні мікроорганізмів для детоксикації металів [186], є дієвим та екологічно 

безпечним методом очищення контамінованих середовищ [187]. 

Мікробні біотехнології для очищення купрумвмісних об’єктів потребують 

участі мікроорганізмів [188], які мають бути не лише стійкими до сполук Купруму, а 

також здатними взаємодіяти з ним [189]. У нашій роботі першим важливим етапом 

було використання методу термодинамічного прогнозування для передбачення 

можливості існування мікроорганізмів, стійких до Купруму у надвисоких 

одномолярних (63 546 мг/л) концентраціях. На другому етапі проводили скринінг 

природних екосистем на наявність купрумрезистентних мікроорганізмів, виділення 

чистих культур, дослідження шляхів їх взаємодії зі сполуками Купруму, а також 

визначення таксономічного положення та аналіз геномів для виявлення генетичних 

детермінант стійкості. 

Наш підхід дещо подібний до існуючих термодинамічних методів, оскільки їх 

часто використовують для характеристики метаболічних параметрів росту 

мікроорганізмів та розрахунку оптимальних умов для трансформації металів. 

Діаграми Пурбе, на яких базується метод термодинамічного прогнозування, були 

використані для вибору оптимального біологічного методу очищення 

контамінованих залізом підземних вод України. Так, термодинамічні основи 

біологічного очищення було вивчено на станції знезалізнення, м. Юзин, с. Юріївка 
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(Київська обл.) і визначено оптимальні умови для очищення підземних вод від сполук 

Феруму залізобактеріями [35]. Термодинамічний підхід застосовують для 

підвищення ефективності видобудку Купруму з руд. У цій технології використовують 

морську воду для компенсації дефіциту води за видобутку міді. Використовуючи 

діаграми Пурбе, аналізують можливі реакції взаємодії сполук Купруму з солями, що 

містяться у морській воді [36]. Термодинамічні методи також використовують для 

прогнозування утворення побічних продуктів процесів біокорозії мідних труб [37]. 

Унікальність нашого підходу полягає у поєднанні термодинаміки зі знаннями 

метаболізму мікроорганізмів та фізико-хімічних властивостей металів. У роботі 

термодинамчне прогнозування було використано для: 

- розрахунку оптимальних умов (pH та Eh) мікробної трансформації сполук 

Купруму; 

- прогнозування можливості протікання біохімічної реакції за участі певної 

фізіологічної групи мікроорганізмів (аеробних чи анаеробних) та Купруму у 

визначеній концентрації; 

- обґрунтування типів взаємодії мікроорганізмів зі сполуками Купруму; 

- прогнозування утворення продуктів біохімічної реакції. 

Використовуючи термодинамічний прогноз, ми передбачили можливість росту 

мікроорганізмів за наявності 1 моль/л (63 546) мг/л Cu2+. Відповідно до 

термодинамічної концепції ріст мікроорганізмів у присутності окиснених сполук 

токсичних металів у високих концентраціях і взаємодія з ними теоретично допустимі, 

якщо редокс-потенціал системи, утвореної металом, та її відновленою формою 

знаходиться всередині зони термодинамічної стійкості води. Було розраховано 

редокс-потенціал системи, утвореної Cu2+ та її відновленою формою Cu2O↓ (див. 

розділ «Результати»), що становив +475 мВ і знаходився в межах термодинамічної 

стійкості води (від – 414 мВ до +814 мВ). Таким чином, було обгрунтовано існування 

мікроорганізмів, стійких до цього металу-окисника у надвисоких концентраціях до 1 

моль/л (63 546 мг/л). 
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Положення термодинамічного прогнозування про можливість життєдіяльності 

мікроорганізмів за надвисоких концентрацій Купруму було підтверджено 

експериментально як на прикладі мікробіомів природних та техногенних біотопів, так 

і чистих культур мікроорганізмів. Так, мікроорганізми чорноземного ґрунту Киїської 

області та ґрунту о. Десепшн у Антарктиці були стійкими до Cu2+ у концнтраціях 

10000 мг/л та 15 500 мг/л. Вперше було виділено 8 бактеріальних ізолятів та один 

ізолят дріжджів, які були стійкими до Cu2+ у концентрації 63 546 мг/л. Раніше 

повідомлялося, що два штами екстремофільних мікроорганізмів Thiobacillus 

ferrooxidans ATCC 19859 [80] та Acidithiobacillus ferrooxidans [70] були стійкими до 

Cu2+ у концентраціях 30 000 мг/л та 51 000 мг/л, відповідно. Наразі, це максимальна 

мікробна стійкість до Купруму, про яку повідомляється у доступній літературі. В 

більшості випадків досліджуються мікроорганізми, які резистентні до Купруму у 

значно менших концентраціях. Наприклад, з ґрунту, забрудненого відходами 

гальванічного підприємства в м. Коїмбатур (Індія) було виділено 

купрумрезистентний штам Bacillus cereus KTSMBNL 81, що стійкий до Cu2+  у 

концентрації 400 мг/л [75]. Крім надвисокої стійкості до Cu2+, нами було виявлено 

широке видове різноманіття купрумрезистентних мікроорганізмів. Зі зразків 

природних біотопів різних географічних зон земної кулі ми виділили 

купрумрезистентні мікроорганізми різних фізіологічних і таксономічних груп.  Так, з 

чорноземного ґрунту України (Київська область) було виділено бактеріальні штами 

Pseudomonas lactis UKR1 та P. panacis UKR2. Із арктичного ґрунту з архіпелагу 

Сальбард ізолювали штам P. veronii UKR3, а з антарктичного ґрунту з о. Галіндез – 

P. veronii UKR4. З ґрунту Еквадору було виділено штам Bacillus mycoides Cop102, а з 

глини печери «Оптимістична» штам B. megaterium Cop99. З піску Мертвого моря було 

ізольвано Staphylococcus succinus Cop98, а з вулканічного ґрунту Антарктиди (о. 

Десепшн) було ізольовано штам дріжджів Rhodotorula mucilaginosa UKR5. Усі вище 

згадані штами мали максимальну стійкість до Cu2+, що становила 63 546 мг/л. Цікаво, 

що раніше повідомлялося про штам Rhodotorula mucilaginosa AN5, ізольований з 

морського льоду Антарктиди, що був стійким до 200 ммоль (12 709 мг/л) CuSO4 [190]. 
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В інших випадках більшість купрумрезистентних мікроорганізмів були ізольовані не 

з природних, а техногенних екосистем. Наприклад, штам Rhodococcus erythropolis 

було ізольовано із мідної шахти Соссего (Пенсильванія, Бразилія), що ріс та 

акумулював Cu2+ за вихідної концентрації 100 мг/л [191]. Інший купрумрезистентий 

штам Pseudomonas stutzeri LA3 було виділено з ґрунту покинутої мідної шахти 

(Шахта Ласаіл, Ель-Батіна, Оман) [56]. На відміну від них наші штами були виділені 

із екологічно-чистого ґрунту, концентрація Купруму в якому не перевищувала 27,2 

мг/л, що було підтвержено методом атомно-абсорбційного аналізу. Таким чином, ми 

довели, що зразки природних екологічно-чистих біотопів є джерелом промислово-

перспективних купрумрезистентних мікроорганізмів. Це також підтверджує 

термодинамічне положення про те, що резистентність мікроорганізмів визначається 

не окремим видом мікроорганізмів, що був ізольований з контамінованого Купрумум 

середовища та адаптованим до нього, а фізіологічною групою мікроорганізмів та 

термодинамічними властивостями металу. Нами запропоновано новий 

методологічний підхід для виділення металорезистентних штамів, що усуває 

необхідність пошуку техногенних екосистем або застосування молекулярно-

генетичних маніпуляцій для створення промислово-перспективних мікроорганізмів. 

Методологічний підхід роботи дозволяє виділити купрумрезистентні мікроорганізми 

з більшості існуючих екосистем усіх географічних зон земної кулі. Широке 

біорізноманіття виділених нами резистентних до Купруму мікроорганізмів у 

природних екосистемах можна пояснити їх суттєвим адаптаційним потенціалом до 

Купруму та умовами культивування, що є термодинамічно допустимими для їх 

існування. Незважаючи на те, що джерелом їх виділення слугували екологічно чисті 

зразки ґрунтів, глин, тощо, геноми виділених штамів Pseudomonas lactis UKR1, P. 

panacis UKR2, P. veronii UKR3 та P. veronii UKR4 кодували гени стійкості до 

Купруму. Усі чотири штами Pseudomonas кодували білки стійкості до Купруму A, B, 

C і D [192,193], купрумекспортуючу АТФазу copA3 [192], мідний шаперон copZ [194], 

а також двокомпонентну регуляторну систему cusRS [195]. Виявлені генетичні 
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детермінанти стійкості визначають стійкість мікроорганізмів виду Pseudomonas до 

сполук Купруму. 

Згідно термодинамічного прогнозування мікроорганізми здатні взаємодіяти зі 

сполуками Купруму наступними шляхами: активний транспорт Cu2+ у мікробні 

клітини внаслідок стереохімічної аналогії Cu2+ та макроелементу Mg2+; іммобілізація 

розчинних сполук Cu2+ до нерозчинних (відновлення до Cu2O↓ або осадження без 

зміни валентного стану до Cu(OH)2↓ або CuCO3↓), а також мобілізація нерозчинних 

сполук, таких як Cu(OH)2↓ та Сu3(PO4)2↓ до розчинних сполук Cu2+. Вперше було 

експериментально підтверджено на прикладі одного надстійкого до Cu2+ (63 546 мг/л) 

штаму Pseudomonas lactis UKR1 здатність здійснювати усі згадані термодинамічно-

допустимі типи взаємодії мікроорганізмів з Купрумом. Так, штам UKR1 

іммобілізував 76,8% Cu2+ одночасно двома шляхами – відновлення та осадження. За 

культивування у білковому середовищі LB з глюкозою відбувалося осадження Cu2+  у 

вигляді Cu(OH)2↓ внаслідок біологічно-опосередкованого підвищення рН 

середовища від 7,2до 9,3. Нагадаємо, що згідно термодинамічного прогнозування, 

катіон Cu2+ має випадати у осад за підвищення рН середовища до 4,6 і вище, що і було 

підтверджено експериментально. Отриманий осад Купруму також містив Cu2O↓, що 

було підтвержено наявністю коричневого осаду та якісною реакцією з ДФК. Це 

свідчило про можливість відновлення Cu2+ до нерозчинного оксиду Cu2O↓. Згідно 

термодинамічного прогнозування, відновлення Cu2+ може відбуватися внаслідок 

великої різниці редокс-потенціалів між донорною (ферментні системи 

мікроорганізмів) та акцепторною (Cu2+) систем. Це може відбуватися внаслідок 

зниження Eh у середовищі культивування облігатно-анаеробними мікроорганізмами 

до –200…–400 мВ або факультативними анаеробами, які також можуть знижувати Eh 

до –100…–150 мВ. Однак, штам Pseudomonas lactis UKR1 був аеробом і ріс у 

високопотенціальних умовах у середовищі LB з 200 мг/л Cu2+ (Eh коливався від +309 

± 8 до +341 ±12 мВ). Разом з тим, P. lactis UKR1 як і більшість мікроорганізмів виду 

Pseudomonas [196] був денітрифікатором. Він ріс у безкисневих умовах лише за 

наявності нітрату. Виходячи з цього можна припустити, що відновлення Cu2+ штамом 
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P. lactis UKR1 відбувалося зчеплено з дисиміляційною денітрифікацією (відновлення 

дисиміляторного акцептора нітрату NO3
– до N2). За росту у мінеральному середовищі 

з цитратом натрію (єдиним джерелом вуглецю та енергії) P. lactis UKR1 осаджував 

22% Cu2+. Отримані результати є підтвердженням термодинамічного положення, що 

споживання мікроорганізмами органічного субстрату, що є лігандом у комплексі з 

Cu2+, призводить до руйнування комплексу, вивільнення катіону Cu2+ та його 

осадження. Осадження визначається термодинамічними властивостями катіону Cu2+ 

(відсутність хелатора, рН ≥ 4,6). 

 За росту у мінеральному середовищі з глюкозою були створені оптимальні 

умови для мобілізації Купруму до розчинних сполук Cu2+ з купрумвісного гідроксиду 

Cu(OH)2↓. Так, штам P. lactis UKR1 мобілізував Купрум з ефективністю 47,7% за 

вихідної концентрації 200 мг/л. 

На сьогодні штами Pseudomonas є розповсюдженими у довкіллі і досліджені на 

предмет їх використаняня для біоремедіації [197]. Наприклад, штами Pseudomonas 

stutzeri LA3 [56] та Pseudomonas aeruginosa [198] використовували для акумуляції 

Cu2+, а штам Pseudomonas lurida EOO26 мобілізував нерозчинні сполуки Купруму у 

контамінованому ґрунті та підвищував ефективність його акумуляції рослинами 

Helianthus annuus (соняшник однорічний) [199].  У цих дослідженнях мікрооганізми 

взаємодіяли з Купрумом, а саме - , акумулювали або мобілізували сполуки Купруму. 

У літературі не  знайдено посилань про іммобілізацію Cu2+ мікроорганізмами роду 

Pseudomonas. Представлений у цій роботі штам UKR1 здатен взаємодіяти зі 

сполуками Купруму усіма термодинамічно-допустимими шляхами (акумуляція, 

мобілізація, іммобілізація, тощо) залежно від умов культивування. В цілому, 

іммобілізація сполук Cu2+  мікроорганізмами є більш рідкісним явищем, ніж мікробна 

мобілізація або акумуляція. Однак, вже існують технології   іммобілізації сполук 

Купруму. Так, сульфатвідновлювальні мікроорганізми використовували для 

осадження Cu2+ у формі ковеліну CuS↓ або халькозину Cu2S↓ [200]. Бактерії Geobacter 

sulfurreducens також відновлювали Cu2+ до нерозчинного халькозинуCu2S↓ [201]. 
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Згідно термодинамічного прогнозування, найбільш швидко та ефективно має 

відбуватися іммобілізація сполук Купруму облігатно-анаеробними 

мікроорганізмами, що здатні рости лише за низького редокс-потенціалу у середовищі. 

Згідно класичних уявлень сполуки Cu2+ є дуже токсичними для анаеробних 

мікроорганізмів [40], оскільки вони є окисниками і утворюють високі значення Eh у 

розчинах [29], що несумісні з існуванням облігатних анаеробів. Тому, на перший 

погляд, неприпустимо використання облігатних анаеробів для детоксикації сполук 

Купруму. Однак, отримані нами розрахукнки з термодинамічного прогнозу свідчать 

про можливість іммобілізації Cu2+ анаеробами двома шляхами: відновлення Cu2+ до 

Cu2O↓ внаслідок великої різниці редокс-потенціалів між донорною (ферментні 

системи анаеробних мікроорганізмів) і акцепторною (сполуки Cu2+) системами та 

осадженням Cu2+  карбонат-іоном у формі CuCO3↓внаслідок залужнення середовища. 

Для перевірки цього твердження було ізольовано облігатно-анаеробний 

спороутворювальний воденьсинтезувальний штам Clostridium butyricum 92. На його 

прикладі було експериментально підтверджено термодинамічний прогноз про 

можливість іммобілізації Cu2+ облігатними анаеробами. За росту у мінеральному 

середовищі за наявності картоплі як єдиного джерела вуглецю та енергії, 

неадаптований до Cu2+ облігатно анаеробний штам іммобілізував розчинні сполуки 

двовалентного Купруму з ефективністю 88–93,8% за вихідної концентрації 50–

200 мг/л Cu2+ з утворенням, імовірно, суміші Cu2O↓ та CuCO3↓. Ріст штаму 

супроводжувався створенням низьких значень  редокс-потенціалу (–200…–300 мВ), 

а також синтезом H2 та CO2, що також свідчить про реалізацію обох термодинамічно-

допустимих механізмів детоксикації Cu2+ (відновлення до Cu2O↓ та осадження 

CuCO3↓). 

У доступній літературі майже відсутні дані про можливість відновлення Cu2+ 

мікроорганізмами роду Clostridium. Виявлено публікацію, де описано змішану 

культуру Thiobacillus та Clostridium, що іммобілізувала Cu2+ шляхом відновлення до 

нерозчинного оксиду Cu2O↓. Ефективність відновлення становила 89–92% Cu2+ в 

діапазоні температур 20–35 °C [135]. Нещодавно з пор у частинках грунту було 
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виділено та ідентифіковано як Clostridium sp. мікроорганізми, що містили Cu0 

(металічний Купрум) у периплазмі. Мікроорганізми виду Clostridium добре 

пристосовані до процесів затоплення і висихання у ґрунтах завдяки їх здатності 

утворювати ендоспори та можуть брати участь у біогеохімічних циклах Купруму та 

утворенні Cu0 [202]. Однак механізми формування металічного Купруму у периплазмі 

потребують подальших детальних досліджень. 

Таким чином, нами було досліджено та проаналізовано сучасні дані щодо 

розповсюдження та біорізноманіття купрумрезистентних мікроорганізмів. Вперше 

було експериментально досліджено кількісні закономірності іммобілізації сполук 

Cu2+ як аеробним купрумрезистентним штамом Pseudomonas lactis UKR1, так і 

облігатно анаеробним і неадаптованим до Cu2+ штамом Clostridium butyricum 92. Було 

показано, що облігатно-анаеробний штам більш ефективно іммобілізував сполуки 

Купруму, ніж аеробний P. lactis UKR1. Ефективність іммобілізації Cu2+ штамом C. 

butyricum 92 тривала 4 доби та становила 93,4%, а штамом P. lactis UKR1 тривала 12 

діб та становила 76,8% за вихідної концентрації 200 мг/л Cu2+. 

В деяких біотехнологіях для підвищення ефективності ремедіації довкілля 

одночасно використовують мікроорганізми та рослини. Згідно термодинамічного 

прогнозування Купрум та інші токсичні метали мають акумулюватися не лише 

мікроорганізмами, а також і рослинами внаслідок стереохімічної аналогії з 

макроелементами [39]. Наприклад, Cu2+ має транспортуватися в клітини разом зі 

стереохімічним аналогом Mg2+, оскільки їх іонний радіус становить близько 0,075 нм. 

Здатність рослин акумулювати токсичні метали активно досліджується протягом 

останніх десятиліть [125].  Однак, цей напрям все ще потребує нових досліджень для 

вдосконалення існуючих та розробки нових природоохоронних біотехнологій. Нами 

було показано можливість акумуляції токсичних металів Купруму, Хрому, Нікелю, 

Кобальту та Кадмію рослинами Nicotiana tabacum L. за надвисокої вихідної 

концентрації у контамінованому ґрунті 500 мг/кг АСМ рослин. Рослини тютюну 

акумулювали усі метали у різних частинах рослин: листі, стеблах та коренях у 

концентрації від 545,2 ± 142,8 мг/кг АСМ (Кадмій) до 11405,8 ± 1848,2 мг/кг АСМ 
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(Кобальт). Ми також дослідили можливість акумуляції Купруму та Хрому сумішшю 

газонних трав Agrostis capillaris L., Festuca pratensis Huds та Роа pratensis L. Так, 

газонна трава акумулювала Купрум більше у наземній частині рослин (у концентрації 

від 105,2 ± 23,8 до 497,7 ± 74,1 мг/кг АСМ) та Хром більше у коренях (у концентрації 

156,4 ± 47,9 to 426,8 ± 62,5 мг/кг АСМ). Ці дані свідчать про доцільністю 

використання рослин тютюну та газонної трави для біоремедіації контамінованих 

ґрунтів. 

Таким чином, ми показали широке біорізноманіття та біотехнологічний 

потенціал купрумрезистентних мікроорганізмів природних біогеоценозів та 

експериментально підтвердили можливість використання методу термодинамічного 

пронозування для оцінки оптимальних шляхів мікробної детоксикації сполук 

Купруму. 
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ВИСНОВКИ 

 

У дисертаційній роботі теоретично обґрунтовано та експериментально  

підтверджено резистентність та види взаємодії мікроорганізмів різних біогеоценозів 

зі сполуками Купруму(ІІ), доведено існуванння мікроорганізмів, резистентних до  

надвисокої (одномолярної) концентрації  Cu2+. Це  є підгрунтям для створення нових 

мікробних методів очищення стічних вод та ґрунтів з надвисоким рівнем 

забруднення. 

1. Теоретично обґрунтовано та експериментально підтверджено 

закономірності росту та взаємодії мікроорганізмів  різноманітних біогеоценозів  з 

розчинними сполуками двовалентного Купруму за його надвисоких концентрацій. 

Вперше у біогеоценозах України, Антарктики, Арктики, Ізраїлю та Південної 

Америки виявлено від n×102 до n×106 КУО/г купрумрезистентних мікроорганізмів, 

ізоляти яких ростуть за 1 моль/л або 63 546 мг/л Cu2+. Це підтверджує термодинамічні 

положення про можливість існування надстійких до Купруму мікроорганізмів.    

2. Визначено таксономічне положення та молекулярно-біологічні 

особливості геномів найбільш резистентних до Купруму штамів: Pseudomonas 

lactis UKR1 (VWXW00000000), P. panacis UKR 2 (VWXV00000000), P. veronii UKR 3 

(VWXU00000000) і UKR4 (VWXT00000000), Rhodotorula mucilaginosa UKR 5, 

Staphylococcus succinus Cop98, Pantoea agglomerans Cop101, Bacillus mycoides 

Cop102, B. megaterium Cop99, B. velezensis Cop41. Початковий скринінг геномів усіх 

штамів Pseudomonas показав наявність генетичних детермінант, що кодують 

стійкість до Купруму – гени А, B, D, купрум-експортуюча АТФаза copA3, мідний 

шаперон copZ, а також двокомпонентна регуляторна система cusRS. Наявність 

множинних копій генів стійкості до Купруму у геномах виділених штамів 

Pseudomonas переконливо свідчить про їх значну роль у стійкості до Купруму у 

високих концентраціях. 

3. Досліджено термодинамічно допустимі інтегральні види взаємодії 

аеробних та анаеробних мікроорганізмів зі сполуками Cu2+: іммобілізація (акумуляція 
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у клітинах, відновлення до нерозчинних сполук та осадження без зміни валентності) 

та мобілізація. Іммобілізація відбувалася завдяки активному транспорту Cu2+ у 

мікробні клітини внаслідок стереохімічної аналогії Cu2+ та макроелементу Mg2+, 

утворенню нерозчинних сполук (відновлення до Cu2O↓ або осадження без зміни 

валентного стану у вигляді Cu(ОН)2↓ або CuСО3↓. Мобілізація нерозчинних сполук 

Купруму(ІІ) до розчинних сполук відбувалася внаслідок закислення середовища (рН 

≤ 4,6) з утворенням Cu2+. Досліджені види взаємодії та ізольовані мікроорганізми є 

перспективними для розробки нових методів охорони довкілля. 

4. Вперше було експериментально підтверджено на прикладі одного 

надстійкого до Cu2+ (63 546 мг/л) штаму Pseudomonas lactis UKR1 можливість 

регуляції видів взаємодії мікроорганізмів з Купрумом за зміни складу поживного 

середовища. Так, штам UKR1 іммобілізував 76,8% Cu(II)  одночасно двома шляхами 

– відновлення та осадження, осаджував 22% Cu(II) та мобілізував 47,7% Cu(II) за 

вихідної концентрації 200 мг/л Cu(II).  

5. Вперше показано, що неадаптований до Купруму штам 

Clostridium butyricum 92 іммобілізував 93,8% Cu2+ в облігатно-анаеробних умовах за 

вихідної концентрації 200 мг/л Cu2+, що на 17% ефективніше, ніж резистентний 

P. lactis UKR1 в аеробних умовах (76,8%). Метаногени іммобілізували 100% Cu2+ за 

ферментації біомаси рослин Pistia stratiotes L. Ефективність іммобілізації  

(мікробного вилучення) визначається як метаболічними параметрами росту 

мікроорганізмів, так і різницею редокс-потенціалів між високо потенційним катіоном 

Cu2+ та низько потенційними мікробними клітинами. Це є беззаперечним 

підтвердженням концепції термодинамічного прогнозування.  

6.  Доведено здатність рослин Nicotiana tabacum L. у вегетаційних умовах 

акумулювати Купрум, Хром, Нікель, Кобальт і Кадмій, а також суміші польових трав 

Agrostis capillaris L., Festuca pratensis Huds. та Роа pratensis L. акумулювати Купрум 

та Хром. Рослини накопичували близько 100–11000 мг металів у кілограмі абсолютно 

сухої біомаси. Асоційований з рослинами мікробіом ґрунту адаптувався до дії 

токсичних металів. Кількість мікроорганізмів зберігалася на високому рівні (n×107 
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КУО/г) навіть за концентрації 200 мг/кг Cu2+. Наявність мікроорганізмів у високій 

кількості свідчить про їх участь у трансформації Купруму у забрудненому ґрунті. 

7. Отримані кількісні показники  взаємодії мікроорганізмів та рослин зі 

сполуками Купруму є підґрунтям для розробки мікробних біотехнологій для охорони 

довкілля та біоремедіації забруднених біогеоценозів.  
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