
 

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 



 

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 



 

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 



 

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



 

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 



 

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 



 

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 



 

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 



 

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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