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ВВЕДЕНИЕ

Экологическая  безопасность  окружающей  среды  является  одним  из 

приоритетных направлений государственной политики современности.  Одним 

из источников загрязнения природных экосистем, являются побочные продукты 

предприятий  металлургической,  машиностроительной,  приборостроительной, 

автомобильной и других отраслей промышленности, содержащие значительное 

количество  загрязняющих  веществ,  в  состав  которых  входят  различные 

органические вещества - спирты, кислоты, поверхностно-активные вещества и 

нефтепродукты,  а  также  высокие  концентрации  ионов  тяжелых  металлов. 

Состав   таких  загрязнителей  чрезвычайно  разнообразен,  он  изменяется  в 

процессе появления новых производств и усовершенствования существующих. 

Наряду  с  этим   происходит  адсорбция  тяжелых  металлов  в  органическом 

веществе природных экосистем. Отмечается высокое содержание таких тяжелых 

металлов  как  Zn,  Fe,  Mn,  Ca,  Со  и  т.д.,  наиболее  токсичными  из  которых 

являются - Cd, Hg, Pb, Cr.

Только в Татарстане в водные объекты  ежегодно  сбрасывается  около  700 

млн.  м3  сточных вод, с которыми поступает свыше 600 тыс. т загрязняющих 

веществ,  что  приводит  к  полной  ингибиции  обезвреживающей  способности 

последних.

Новое  направление  очистки  от  тяжелых  металлов  промышленно-

хозяйственных  сточных  вод  и  других  природных  сред  связано  с  развитием 
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биотехнологической  отросли  промышленности.  Основу  микробиологической 

ремедиации  составляют  способы  извлечения  различных  металлов  из 

концентратов,  горных  пород  и  растворов  с  помощью  ферментных  систем 

микроорганизмов, или их метаболитов. Проводимая в настоящее время очистка 

стоков от тяжелых металлов химическими, физическими, электрохимическими 

способами дорога громоздка, причем не всегда обеспечивается высокая степень 

очистки. Следует отметить, что при традиционных методах обезвреживания и 

озоления  отходов   затраты  в   разы  превышают  стоимость  биологической 

ремедиации. Данная технология сочетает принципы гидро- и пирометаллургии, 

обходящиеся  без  высокой  температуры,  давления,  заменяя  их  микробным 

катализом. 

Для  разработки  эффективных  методов  биоаккумуляции  металлов 

исследуются механизмы этого процесса ведется выделение активных штаммов 

бактерий,  грибов  и  водорослей,  подбираются  микробные  сообщества, 

выясняется влияние внешних условий на процесс биоаккумуляции.  

Решение  ряда  экологических  проблем зависит  не  только  от  способности 

ряда микроорганизмов осаждать  или аккумулировать тяжелые металлы, но и от 

исследования  токсического  действия   последних   на  микроорганизмы. 

Экологическое  нормирование  предельно  допустимых  концентраций  тяжелых 

металлов  в  водоемах  предусматривает  выяснение  влияния  их  концентраций 

вызывающих гибель отдельных видов микроорганизмов, разрушение сообществ, 
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а  также  нарушение  процессов   микробной  биодеградации  веществ.  Важна 

оценка  вклада  микроорганизмов  в  трансформацию  соединений  тяжелых 

металлов  и  детоксикацию  природной  среды.  Ведутся  исследования  роли 

металлов  в  качестве  микроэлементов  необходимых  для  жизнедеятельности 

микроорганизмов,  как  источники  энергии,  или  акцепторы  электронов,  как 

элементы влияющие на естественную среду обитания микроорганизмов.

Характеристика и биодоступность тяжелых металлов

Металлы с плотностью свыше 5 г/см3 относятся к тяжелым металлам (ТМ). 

Среди  90  элементов,  встречающихся  в  природе,  —  21  неметалл,  16  легких 

металлов и 53 тяжелых металла (включая As). Тяжелые металлы — элементы с 

переменной  валентностью  и  с  не  полностью  заполненными  d-орбиталями. 

Способность  катионов  тяжелых  металлов  образовывать  комплексы,  которые 

могут  иметь  окислительно-восстановительную  активность  или  не  иметь  ее, 

обеспечивается d-орбиталями.

Все  эти  53  тяжелых  металла  не  имеют  положительной  или  негативной 

биологической функции для  живой клетки,  поскольку  в  обычной  экосистеме 

они  недоступны.  Чтобы  быть  биодоступными,  тяжелые  металлы  должны 

присутствовать  в  данной  экосистеме  по  меньшей  мере  в  наномолярных 

концентрациях, так как концентрация в 1 нМ означает, что в суспензии клеток 
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109/мл  каждая  клетка  может  получить  приблизительно  600  ионов.  Ионы 

металлов,  обычно  присутствующих  в  более  низких  концентрациях,  могут 

использоваться  микроорганизмом для  очень  специфичных целей;  однако  чем 

ниже  средняя  концентрация  иона  металлов  в  экосистеме,  тем  меньше 

вероятность,  что какой-либо вид способен использовать или детоксицировать 

этот специфичный тяжелый металл.

Тяжелые  металлы  делятся  на  четыре  класса  на  основе  показателя 

концентрации в среде:

•  часто встречающиеся микроэлементы с концентрациями между 100 нМ и 

1 мкМ — Fe, Zn и Мо;

•  умеренно встречающиеся микроэлементы с концентрациями между 10 и 

100 нМ — Ni, Сu, As, N, Mn, Sn и U;

•  редко встречающиеся микроэлементы — Со, Се, Ag и Sb;

•  Cd, Cr, W, Ga, Zr, Th, Hg и Pb — ниже уровня 1 нМ.

Другие элементы, например Аu с концентрацией 55,8 нМ в морской воде, 

вряд ли станут микроэлементами.

Относительная  растворимость  тяжелых  металлов  при  физиологических 

условиях обусловливает различия в биологической значимости и токсичности 

тяжелых металлов в отношении сродства к  среде и других взаимодействий с 

макроэлементами  в  составе  живых  организмов.  Из-за  низкой  растворимости 

трех- или четырехвалентные катионы  Sn,  Се,  Ga,  Zr и  Th не имеют никакого 
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биологического значения. Из оставшихся 17 тяжелых металлов:  Fe,  Мо и Мn - 

важные микроэлементы с низкой  токсичностью;  Zn,  Ni,  Си, V,  Со,  W и Сг - 

токсичные  элементы  с  высокой-средней  значимостью  в  качестве 

микроэлементов  и  As,  Ag,  Sb,  Cd,  Hg,  Pb и  U не  имеют  никакой  полезной 

функции, но рассматриваются как токсины для клеток.

В дополнение к важной каталитической роли, катионы тяжелых металлов, 

образуя комплексы с биомолекулами в сложных биохимических реакциях, таких 

ка азотфиксация, фотолиз воды в ходе фотосинтеза, кислородное или нитратное 

дых: ние, одноэлектронный катализ, перегруппировка С-С-связей, ассимиляция 

водород разложение мочевины, транскрипция генов в мРНК и т.д., могут также 

образовывать  в  клетках  неспецифические  комплексные  соединения  в 

повышенных концентрациях, что приводит к токсическим эффектам. Катионы 

таких  тяжелых  металлов,  как  Hg2+ Cd2+ и  Ag+ -  очень  токсичные 

комплексообразователи  и  часто  опасны  для  любой  биологической  функции. 

Даже такие наиболее значимые микроэлементы, как  Zn2+ или  Ni2+,  и особенно 

Си2+,  являются  токсичными  в  повышенных  концентрациях.  Поэтому  каждая 

форма  жизни  была  вынуждена  развить  некую  систему  гомеостаз,  чтобы 

обеспечить  жесткий  контроль  над  концентрацией  ионов  тяжелых  металлов 

внутри клеток.
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    Влияние тяжелых металлов на микроорганизмы

Тяжелые  металлы  оказывают  токсическое  действие  на  микроорганизмы. 

Катионы  тяжелых  металлов  легко  взаимодействуют  с  различными 

электрондонорными  группами  в  составе  многих  органических  соединений, 

образуя  комплексы  с  гидроксильными,  карбоксильными,  фосфатными  и 

аминогруппами,  а  также  ковалентные  связи  с  сульфгидрильными  группами 

белков.  Таким  образом,  токсическое  действие  тяжелых  металлов  носит 

неспецифический  характер,  поэтому  они  способны  соединяться  с  белками, 

нуклеотидами, коферментами, фосфолипидами, порфиринами, т.е. практически 

со всеми типами веществ,  участвующими в метаболизме клеток.  Кроме того, 

взаимодействуя с группировками активного центра ферментов микроорганизмов 

или замещая в них отдельные ионы, тяжелые  металлы вызывают  ингибицию их 

активности.

Говоря  об  антропогенном воздействии на  биоту,  следует  упомянуть,  что 

многие металлы в микроконцентрациях  необходимы  для  жизнедеятельности 

почвенной биоты (Zn, Сu, Мп, Со, Сr и др.), однако в больших  концентрациях 

они  становятся  токсичными,  а  ряд  металлов  высокотоксичны  в   малых 

концентрациях  (Ag,  Pb,  Hg,  Cd и  др.)  и  могут,  так  или  иначе,  влиять  на 

биоценозы.
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В настоящее время активно исследуются вопросы связанные с  влиянием 

металлов  на  почвенные  микроскопические  грибы.  Известно,  что  загрязнение 

почвы  тяжелыми   металлами    может   или  угнетать  сообщество 

микроскопических грибов в почве или стимулировать их развитие. Например, 

стронций  в  некоторых   видах   почв  резко  повышает  токсинообразование  и 

стимулирует  рост  грибов  рода  Fusarium.  Наибольший  токсический  эффект  в 

отношении почвенной биоты установлен  для кадмия  (Cd), наименьший - для 

свинца (Pb).

В  постоянно  загрязняемых   промышленными   выбросами  почвах 

микромицеты  способны  накапливать  Сu и  Ni в  количестве 0,3-1,5% сухой 

биомассы. Такая  способность  грибов  позволила  ряду  авторов  предложить 

использовать те или иные микромицеты как виды- биоиндикаторы загрязнения 

почв тяжелыми металлами.

Загрязнение  почвы   тяжелыми    металлами    приводит   к   изменению 

структуры грибных сообществ,  что выражается обычно в снижении видового 

разнообразия,  доминировании  видов  грибов,  толерантных  к  металлам,  по 

сравнению  с  сообществами  сходных   почв  из  географических   районов,  не 

загрязненных металлами.

Установлено, что проявление токсического воздействия тяжелых металлов 

на микроскопические грибы многообразно. Ионы таких металлов, как Сu, Со, 

Мо,   например,  нарушают  морфогенез  грибов  рода  Fusarium; сообщается, 
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также, что ионы Сu и Zn в концентрации более 50 и 100 мкг/мл соответственно 

оказывают  летальное  воздействие  на  виды  рода  Penicillium. Ионы  Cd 

полностью,  а  Си  частично  подавляют  транспорт  цинка  в  мицелии  гриба  Р. 

notatum. Доказано,  что Zn в  концентрации  около 10 мг/кг  является 

эссенциальным  элементом   для   синтеза  афлатоксинов   A.  parasiticus,  a 

добавление его в среду роста A. flavus стимулирует токсинообразование.

Имеются данные, что у грибов тяжелые металлы, в частности, Сu влияет  на 

генетический аппарат, а, кроме того, на синтез белка и организацию  клеточной 

мембраны. Предполагается, что содержание в почве Zn и Сu  представляет собой 

фактор,  усиливающий   генетически  обусловленное образование микотоксинов.

Отмечено,  что  высокие  концентрации  меди  резко  подавляют   развитие 

сапрофитных   грибов,  усиливают    фитотоксические    свойства  у    грибов 

Penicillium nigricans, P. lanosum, Trichoderma koningii.

 Изучен   спектр  вторичных    метаболитов   грибов   рода   Penicillium, 

выделенных из почв, подвергнутых антропогенному стрессу. Установлено, что 

некоторые  представители  рода  Penicillium синтезируют    другие  наборы 

вторичных метаболитов, чем известные ранее. Среди них такие крайне опасные 

для  здоровья  человека  и  животных   микотоксины  как  а-циклопиазоновая 

кислота, клавиновые эргоалкалоиды. В современных  экологических  условиях с 

увеличением влияния антропогенного фактора на биоценозы могут  произойти 

изменения  в  их  структуре.  Например,  установлено,  что  при   техногенных 
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воздействиях у сапрофитных грибов рода Fusarium возрастает  приспособление 

к паразитическому образу жизни.

  Ингибирование роста культур микроорганизмов

Ингибирующее  влияние  тяжелых  металлов  на  рост  и  жизнеспособность 

микроорганизмов наблюдается в следующих диапазонах концентраций: ртуть, 

органортутные  соединения  и  серебро  -  10-6-10-8М;  кадмий,  кобальт,  медь, 

свинец,  никель,  цинк  для  бактерий  -  10-6-10-4М  (исключение  составляют 

цианобактерии - 10-7-10-6М и тионовые бактерии - 10-3-10-2М); для водорослей 

этот  диапазон  в  основном   равен  10-7-10-6М;   для  грибов  10-3-10-2М.  Таким 

образом, наиболее устойчивыми микроорганизмами являются грибы и тионовые 

бактерии. Грамположительные виды бактерий более чувствительны к действию 

ртути и кадмия, чем грамотрицательные.

Из металлов наиболее токсичными для микроорганизмов являются - ртуть и 

серебро,  затем медь,  кадмий,  свинец,  кобальт,  никель,  хром,  цинк,  марганец, 

железо  и  так  далее.  Действие  металла  может  проявляться  по-разному.  В 

отдельных  случаях  происходит  длительная  задержка  роста,  после  которой 

скорость роста и конечная биомасса достигают величин, соответствующих росту 

в отсутствие металла. В других длительность lag-фазы не увеличивается, однако 

скорость  роста  и  биомасса  ниже,  чем  в  контроле.  Установлено,  что  иногда 

низкие концентрации металла стимулируют рост и активность метаболических 
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процессов, а в более высоких концентрациях становятся токсичными.  Поэтому 

важный  в  практическом  отношении  является  вопрос  о  возможных  и 

критических концентрациях тяжелых металлов, который должен решаться для 

каждого вида микроорганизма и металла отдельно.

Физиолого-биохимические параметры микроорганизмов при действии 

металлов

Изменения,  происходящие  в  клетках  микроорганизмов,  прежде  всего, 

связаны  с  морфологией  клеток.  При  культивировании  микроорганизмов  на 

средах  в  присутствии  высоких  концентраций  тяжелых  металлов  чаще  всего 

отмечается  увеличение  размера  клеток,  аналогично  эффекту  при  действии 

других  неблагоприятных  химических  и  физических  факторов  на 

микроорганизмы.  Некоторые  клетки  бактерий  могут  приобретать 

неспецифические  формы,  например  клетки  E.  coli  приобретают  нитевидные 

формы.  В  большинстве  случаев  эти  нарушения  связаны  с  разобщением 

процессов роста и деления клеток.

Тяжелые  металлы могут  вызывать  и  другие  разнообразные  нарушения  в 

ультраструктуре  клеток,  такие  как  появление  различных  включений, 

дополнительных  глобул  липидов,  образование  митохондрий  неправильной 

формы,  уменьшение  числа  рибосом  и  другие.  У  фотосинтезирующих 
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микроорганизмов  под  действием  тяжелых  металлов  снижается  содержание 

хлорофилла в клетках.

Значительные  изменения  вызывает  действие  тяжелых  металлов  на 

цитоплазматическую мембрану. Они связаны, прежде всего, с нарушением их 

функций,  что  ведет  к  потере  клетками  аминокислот,  нуклеотидов, 

ингибированию транспортных процессов и т.д.

Влияние тяжелых металлов на энергетические и биосинтетические 

процессы

Общим  механизмом  действия  разных  тяжелых  металлов  является 

ингибирование  ими  дыхания  у  микроорганизмов.  Этот  эффект  часто 

наблюдается при более высоких концентрациях металлов (10-4-10-3М), чем те, 

которые  ингибируют  рост  микроорганизмов.  Считается,  что  подавление 

дыхания связано в основном с ингибированием транспорта субстратов в клетку, 

либо  с  прямым  взаимодействием   тяжелых  металлов  с  компонентами 

дыхательной цепи. Под действием тяжелых металлов может происходить также 

ингибирование брожения, подавляться фотосинтез  и азотофиксация.

Тяжелые металлы ингибируют и  биосинтетические процессы, в результате 

наблюдаются  изменения  в  содержании  основных  полимеров  в  клетках. 

Наиболее  общим  эффектом является  ингибирование   синтеза  белка  и   РНК. 

Тяжелые  металлы могут  оказывать  мутагенное  действие  на  микроорганизмы, 
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вызывая  увеличение  частоты  мутаций,  хромосомные  аберрации  или  другие 

нарушения ДНК.

Таким образом, тяжелые металлы оказывают свое  токсическое действие на 

большинство участков метаболических путей микроорганизмов.

Механизмы устойчивости микроорганизмов к тяжелым металлам

Пытаясь  обеспечить  защиту  чувствительных  компонентов,  клетка  может 

выработать  систему  металлорезистентности.  Степень  устойчивости 

микроорганизма определяют несколько факторов: тип и количество механизмов 

поглощения  металлов;  роль,  которую  каждый  металл  играет  в  нормальном 

метаболизме, и наличие генов, локализованных в плазмидах, хромосомах или 

транспозонах,  которые  контролируют  резистентность  к  металлам.  Суммируя 

всю информацию относительно резистентности микроорганизмов к металлам, в 

общих чертах можно выделить, что в нее вовлечено шесть механизмов:

•  элиминация металлов барьером проницаемости;

•  активный транспорт металла из клетки;

•  внутриклеточное секвестрирование металла связыванием с белками;

•  внеклеточное секвестрирование;

•  ферментативная детоксикация металла до менее токсичной формы;

•  уменьшение чувствительности клеточных мишеней к металлам.
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Потенциал  токсичности  тяжелых  металлов  вынудил  жизнь  на  ее  ранних 

стадиях  эволюции  развить  факторы  гомеостаза  к  ионам  металлов  или 

детерминанты  резистентности  к  металлам.  Детерминанты  резистентности 

кодируют белки с действиями, прямо нацеленными против катионов тяжелых 

металлов.  Таким образом,  резистентность отличается от толерантности:  здесь 

белок  с  главной  функцией,  не  связанной  с  токсическим  тяжелым  металлом, 

изменяется, чтобы обойти накопление или действие токсичного металла.

Способностью противостоять в той или иной мере токсическому действию 

тяжелых  металлов  обладают,  по-видимому,  многие  микроорганизмы. 

Устойчивость микробных культур, исходно чувствительных к данному металлу, 

может  развиваться  в  результате  многократных  пересевов  в  присутствии 

возрастающих  концентраций  металла.  В  других  случаях  имеет  место 

способность к "приспособлению". Гены, кодирующие признак устойчивости  к 

тяжелым металлам,  могут  находиться  в  хромосомах  и  в  плазмидах,  а  также 

передаваться  из  клетки  в  клетку  с  помощью   R-плазмид,  пенициллиновых 

плазмид, и транспозонов.

Биохимические  механизмы  устойчивости  микроорганизмов  к  ионам  и 

соединениям тяжелых металлов связывают с возможным механизмом снижения 

аккумуляции  за  счет  конкуренции и  обмена  их  с  протонами на  поверхности 

клеток  и  выходом  калия  и  магния.  Обладают  клетки  и  способностью 

осуществлять  энергозависимый  выброс  металла.  Обезвреживание  тяжелых 
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металлов происходит в результате их связывания, хелатирования, осаждения и 

трансформации  в  мало-токсические  формы  связанные  с  изменением  их 

валентности,  деметилированием  или  образованием  металлорганических 

соединений.

Способность микроорганизмов к сорбции и осаждению тяжелых 

металлов

Разнообразие  процессов,  осуществляемых  микроорганизмами  для 

извлечения тяжёлых металлов, можно объединить в три основных направления:

а)  сорбция  и  внутриклеточное  накопление  тяжёлых  металлов  за  счёт 

комплексообразования с биомассой микроорганизмов;

б)  перевод  тяжёлых  металлов  в  летучую  форму,  т.е.  метилирование 

металлов (Hg, As, Te, Se - Hg(CH3)2....);

в)  внеклеточное  осаждение,  т.е.  перевод  растворимых  соединений  в 

нерастворимые,  среди  которых  ведущим  методом  является  образование 

сульфидов за счёт метаболизма сульфатредуцирующих бактерий.
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Адсорбционные процессы и внутриклеточное накопление тяжелых 

металлов микроорганизмами

Распределение  аккумулированных  тяжелых  металлов  зависит  от  вида 

микроорганизма  и  самого  металла.  Так  ртуть,  кадмий,  серебро,  уран 

сорбируются в основном бактериями и грибами на поверхности клеток, лишь 

частично проникая внутрь. Ионы меди, цинка, никеля, кобальта, марганца  чаще 

транспортируются в клетку.

Водоросли накапливают кадмий, уран и свинец  в основном внутри клеток. 

Ртуть аккумулируется как на поверхности, так и внутри. Такое распределение 

характерно и для цианобактерий.

Процесс  адсорбции  металла  на  поверхности  микроорганизмов  включает 

связывание его с клеточной стенкой, цитоплазматической мембраной, а также 

веществами  капсул  и  внеклеточных  выделений.    Взаимодействие   связано, 

главным образом, с отрицательным зарядом этих поверхностных структур.

Участками связывания металла в клеточной стенке могут быть молекулы 

белков  (ртуть  у  дрожжей),  карбоксильные  группы  пептидогликанов 

(двухвалентные  катионы  у  бацилл),   фосфатные  группы  (уран  у  дрожжей). 

Свинец, в виде фосфата адсорбируется у Citrobacter sp. на поверхности клеток. 

Аналогичные  группы  взаимодействуют  с  металлами  и  в  составе 

цитоплазматической мембраны.
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Проникновение  ионов  тяжелых  металлов  внутрь  клеток  происходит,  как 

правило,  по  механизму  активного  транспорта.  У  грибов  и  бактерий  этой 

системой является система транспорта магния, а иногда  марганца  и кальция. 

Система транспорта  в  клетке  может  быть  общей не  для  всех  двухвалентных 

катионов.  Имеются  данные,  что  отдельные  катионы  индуцируют  системы 

транспорта.  Существуют  различия  в  системе  транспорта  и  в  зависимости  от 

низких и высоких концентраций металла.

Транспортеры микроэлементов,  в  том числе и тяжелых металлов,  можно 

классифицировать на четыре особые группы:

• Транспортеры,  управляемые  электрохимическим  потенциалом, 

используют  опосредованный  переносчиком  процесс  для  катализа:  транспорт 

одного  вещества,  опосредованный  диффузией  или  по  зависимому  от 

мембранного  потенциала  способу  (унипорт),  двух  или  более  веществ  в 

противоположных  направлениях  в  тесно  сцепленном   процессе  без 

использования химической свободной энергии (антипорт) или двух или более 

веществ  в  одном направлении в  сопряженном процессе  (симпорт),  снова  без 

использования  какой-либо  формы  энергии,  кроме  градиента 

электрохимического потенциала.

•  Первично активные (управляемые гидролизом связей Р-Р) транспортеры 

используют свободную энергию гидролиза Р-Р-связей для запуска перемещения 

ионов против градиента их химического или электрохимического потенциала. 

18



Транспортный  белок  может  кратковременно  фосфорилироваться  в  течение 

транспортного  цикла,  но  субстрат  не  фосфорилируется.  Эти  транспортеры 

встречаются повсеместно во всех доменах жизни.

•  Транспортеры,  способ  переноса  в  которых  или  энергетическое  

сопряжение  неизвестны, ожидают  своего  окончательного  размещения  в 

классификации  после  того,  как  будут  определены способ  транспортировки  и 

энергетическое сопряжение. 

•  Вспомогательные  транспортные  белки в  некотором  роде  облегчают 

транспорт через одну или более биологических мембран, но они не участвуют 

напрямую в трансмембранном перемещении субстрата. Они могут обеспечивать 

связь  функции  с  энергией,  сопряженной  с  транспортом,  играть  структурную 

роль  в  комплексообразовании,  выполнять  биогенные  функции  или  функции 

стабилизации, а также функционировать для регуляции.

Процесс аккумуляции тяжелых металлов во времени может протекать по-

разному. В одних случаях его скорость составляет секунды с момента контакта 

клеток с  тяжелым металлом, в других протекает до нескольких часов.  Время 

связывания зависит,  главным образом,  от  механизма этого процесса.  Быстрая 

аккумуляция характерна для адсорбционных процессов, длительная - зависит от 

активного транспорта внутрь клеток.

Установлено, что клетки разных микроорганизмов  могут аккумулировать 

тяжелые металлы в количествах  превышающих их потребности в клетках  как 
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компонентах  питательной  среды.  Накапливаются  и  металлы,  которые  не 

используются в метаболизме.

Содержание в клетках тяжелых металлов зависит от вида микроорганизмов, 

условий внешней среды и других  факторов.  Например,  накопление кадмия у 

бактерий  кишечной  группы составляло 0,7-89,0 мг/г  сухой биомассы.  Свинец, 

накапливается клетками в значительно больших количествах, так у Azotobacter 

sp.  и   Micrococcus  luteus  его  содержание  достигало  3,1-4,9  * 102 мг/г  сухой 

биомассы,  у  Citrobacter  sp.  1/3  веса  сухих  клеток,  а  некоторые  водоросли 

аккумулировали его до 20%. Содержание урана у Saccharomyces cerevisiae  и 

Pseudomonas aeruginosa может достигать 10-15% от веса сухой биомассы.

Количество  металла  в  биомассе  микроорганизмов   увеличивается  почти 

линейно  с  увеличением  его  концентрации  в  среде,  но  до  определенной 

концентрации.

Внутри клеток металлы могут присутствовать в виде свободных ионов или 

быть  связанными  с  различными   компонентами.   Поглощенные  клетками 

металлы могут обнаруживаться в составе различных внутриклеточных структур: 

мембранах, ядрах, рибосомах, в фотосинтезирующем аппарате.

Связывание тяжелых металлов может быть специфическим, что характерно 

для некоторых цианобактерий, водорослей и грибов, а также неспецифическим. 

Специфичность  связывания  определяется  наличием  низкомолекулярных, 

богатых  цистеином  специализированных  белков,  связывающих  большие 
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количества  тяжелых  металлов  и  характерных  для   животных  клеток 

(металлотионеины).  У  бактерий,  за  исключением  цианобактерий,  подобные 

белки  не  обнаружены,  но  аналогичные  функции  могут  выполнять  другие 

высокомолекулярные белки.

Большие количества тяжелых металлов могут связываться  неспецифически 

образующимся в клетках сероводородом и откладываться в виде сульфидов, а 

также в виде полифосфатов находится в составе полифосфатных гранул.

На эффективность накопления микроорганизмами тяжелых металлов могут 

влиять состав среды, pH, температура. Ионы тяжелых металлов легко образуют 

комплексы  с  неорганическими  ионами  и  органическими  веществами.   Как 

правило,  увеличение  комплексообразующей  способности  среды  ведет  к 

уменьшению аккумуляции металла клетками.

Установлена  закономерность,  что  отмытые  клетки,  выращенные  на 

синтетической  среде  аккумулируют  ионы  тяжелых  металлов  с  большей 

скоростью, чем выращенные на богатой  органической среде. В первом случае 

отмечено  более  высокое  содержание  фосфатных  групп  и  белка  в  клеточной 

стенке.

Температура  почти  не  влияет  на  аккумуляцию  тяжелых  металлов  на 

поверхности клеток, но усиливает скорость проникновения ионов внутрь клеток 

с ее повышением.
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Влияние величины pH на накопление металла специфично для каждого из 

них и микроорганизма.

Интересен  факт,  что  лишь  30-50%  клеток  в  популяции  накапливают 

тяжелые  металлы.  Это  связано,  по-видимому,  с  тем,  что  эффективность 

аккумуляции зависит от стадии развития культуры. Кроме того, убитые клетки 

микроорганизмов  аккумулируют  тяжелые  металлы  в  примерно  равных  или 

больших количествах, чем живые клетки.

Метилирование металлов

Метилирование  тяжелых  металлов  является  еще  одним  вариантом  в 

решении  экологической  проблемы  загрязнения  окружающей  среды.  Изучена 

способность микроорганизмов к метилированию таких тяжелых металлов как 

ртуть,  мышьяк,  селен,  теллур.  Большинство  работ  выполнено  на  чистых 

культурах  микроорганизмов  растущих  в  анаэробных  и  аэробных  условиях. 

Значительной  способностью переводить  металлы в  летучую форму обладают 

бактерии рода Clostridium и Pseudomonas.
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Внеклеточное осаждение тяжелых металлов

Одним из широко используемых методов очистки сточных вод от тяжелых 

металлов  является  метод  превращения  растворимых  соединений  металлов  в 

нерастворимые  сульфиды  в  результате  взаимодействия  с  сероводородом  - 

продуктом метаболизма сульфатредуцирующих бактерий.

Сульфатредуцирующие бактерии - многообразная физиологическая группа 

микроорганизмов,  различающихся  по  морфологии  клеток  и  биохимическим 

свойствам.  Они  относятся  к  строгим  анаэробам,  однако  за  последнее  время 

появились  сведения  о  способности  клеток  этих  бактерий  сохранять 

жизнеспособность  при  6%  молекулярного  кислорода  в  среде  развития,  a 

Desulfovibrio desulfuricans u Desulfobacterium autotrophicum могут использовать 

кислород,  как  конечный  акцептор  электронов,  хотя  и  для  них  кислород 

токсичен.  Устойчивость  к  кислороду  сульфатредуцирующих  бактерий 

связывают с наличием в их составе ферментов супероксиддисмутазы и каталазы.

Сульфатредуцирующие  бактерии  интенсивно  изучаются,  им  посвящены 

монографии,  обзорные  статьи,  где  рассмотрены  основные  принципы 

классификации этих бактерий и осуществляемые ими метаболические реакции.

Наиболее  благоприятным  субстратом  для  роста  большинства 

сульфатредуцирующих бактерий является лактат. Это соединение используется 
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клетками как источник энергии и углерода. Сульфатредуцирующие бактерии в 

присутствии  сульфатов  способны  осуществлять  его  неполное  и  полное 

окисление: 

1)  группа А

2 лактат + SO4
2- + 2H+                                     2 ацетат + 2СО2 + Н2S + 2H2O

∆ Go' = - 175,6 kJ/моль H2S

2)  группа Б

2 лактат + 3SO4
2- + 8H+                                 6CO2 + 3H2S + 6H2O

∆ Go' = - 100,5 kJ/моль H2S

Все механизмы метаболизма сульфатредуцирующих бактерий изучались, в 

основном, в присутствии сульфатов в качестве акцепторов электронов. Однако 

для ряда сульфатредуцирующих бактерий показана возможность использования 

и других акцепторов  электронов.  Это,  прежде всего, соединения, включающие 

серу,  такие   как   сульфит,   тиосульфат  и  молекулярная  сера.  Акцепторами 

электронов  для  некоторых  сульфатредуцирующих  бактерий  могут  служить 

нитраты  и  нитриты.  Desulfovibrio  vulgaris  способен  восстанавливать  уран,  а 

также селената и селенита до селенида.  В литературе имеются сведения,  что 

акцептором  электронов  при  росте  сульфатредуцирующих  бактерий  может 

являться  СО2 и  карбонаты.  Кроме  неорганических  акцепторов  электронов, 

сульфатредуцирующие  бактерии  способны  использовать  и  органические 

соединения, такие как фумарат и  малат. 
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Первоначальной  стадией   восстановления  сульфатов 

сульфатредуцирующими бактериями является транспорт экзогенного субстрата 

через   мембрану  в  клетку.  При  диссимиляторном  восстановлении  сульфата 

последний  взаимодействует  с  аденозинтрифосфатом  при  участии  АТФ-

сульфинилазы  с  образованием активной  молекулы  аденозинфосфосульфата  и 

пирофосфата, который может быть гидролизован до неорганического фосфата. 

Затем  аденозинфосфосульфат  быстро  конвертирует  с  помощью 

цитоплазматической  АТС-редуктазы  в  сульфит,  который  постепенно 

восстанавливается в сероводород.

Образовавшийся  в  результате  диссимиляторной  сульфатредукции 

сероводород вступает во взаимодействие с тяжелыми металлами с образованием 

нерастворимых сульфидов.

Установлено,  что  кроме  сульфатредуцирующих  бактерий   способностью 

восстанавливать  сульфаты  обладают  штаммы   рода  Pseudomonas.  Наиболее 

активным из них является  Pseudomonas putida.

Реакция образования сульфидов не единственный путь осаждения металлов. 

Так хром можно извлекать из растворов и путём его восстановления (Cr6+   в 

Cr3+),  сопряжённого  с  окислением  органического  субстрата,  с  помощью 

Thiobacillius  и  других  микроорганизмов.  В  настоящее  время  применяют 

микробную  ассоциацию,  содержащуюся  в  активном  иле  канализационных 

отстойников. Это факультативно анаэробные бактерии восстанавливающие Cr6+ , 
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такие  как  Pseudomonas  dechromaticans,  Pseudomonas  chromatophila,  Acromonas 

dechromaticans

Сульфатредуцирующие  бактерии,  как  указывалось  выше,  способны  к 

восстановлению различных соединений, в том числе и шестивалентного хрома.

Извлечение ионов тяжелых металлов из осажденных клеток и 

сульфидов из растворов

Способы  извлечения  тяжелых  металлов  из  клеток  определяются 

прочностью  их  связывания.  Чаще  всего  большую  часть  металла  можно 

экстрагировать из клеток разбавленными или достаточно концентрированными 

кислотами,  растворами  ЭДТА  или  некоторых  солей.  Например,  около  83% 

урана,  связанного  клетками  S.  cerevisiae,  можно  извлечь  раствором  0,1М 

(NH4)2CO3, причем после такой обработки скорость аккумуляции при повторном 

контакте клеток с металлом увеличивается, что свидетельствует о возможности 

многократного использования биомассы.

Для извлечения сульфидов используют устройства в  которых емкость из 

целлофана,  где  растут  бактерии  образующие  сероводород,  помещаются  в 

раствор  с  металлом.  Другой  вариант,  когда  через  ферментер  проводят 

целлофановую трубку, в которую подают раствор с металлом. Таким образом, 
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используя  проницаемую для биогенного сероводорода  целлофановую пленку, 

отделяют биомассу и образовавшиеся сульфиды.

Используя зависимость образования сульфидов различных металлов от pH 

среды, можно селективно осаждать и извлекать их из комплексных  растворов.

Механизмы  устойчивости  и детоксикации тяжелых металлов 

микоризными грибами

Биологические  методы  очистки  загрязнения  главным  образом  включают 

использование бактерий и сапробных грибов, в то время как роль микоризных 

грибов  ранее  недооценивалась.  В  последнее  время  все  больше  внимания 

уделяется  специфичным  взаимодействиям  между  арбускулярно-микоризными 

грибами (АМГ)  и  растениями, появляется новая информация, подчеркивающая 

возможное значение АМГ в загрязненных почвах. Хорошо развитая микориза 

может  способствовать  выживанию  растения  в  неблагоприятных 

местообитаниях, поскольку она увеличивает доступность биогенных элементов, 

снижает стресс из-за низкой доступности воды, увеличивает резистентность к 

болезнетворным микроорганизмам, стимулирует производство фитогормонов и 

в  целом  улучшает  структуру  почвы.  Более  глубокое  изучение  процессов, 

вовлеченных  в  борьбу  с  высокими  концентрациями  тяжелых  металлов  у 

микоризных растений, может иметь огромное значение для использования этих 

грибов в повышении эффективности биоремедиации загрязненных почв. 
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Эволюционно  сложились  два  основных  типа  микоризы:  экто-  и 

эндомикориза.  В  первом  случае  мицелий  образует  более  или  менее 

уплотненную грибную оболочку на поверхности корня. Ее защитные свойства 

зависят  от  вида  симбиотического  гриба,  водоабсорбирующей  способности 

оболочки, образования пигментов и органических кислот. Грибница проникает 

между клетками коры корня, формируя так называемую сеть Хартига, которая 

является местом обмена компонентами между партнерами. 

Эктомикориза формируется несколькими тысячами видов грибов, более или 

менее специфичных к видам растений-хозяев (обычно деревьям субтропической 

зоны). Эти деревья являются облигатными симбионтами.

Эндомикориза  –  филогенетически  более  древний  тип  симбиоза, 

представленный  широким  разнообразием  видов  симбионтов.  Типичной 

особенностью  эндомикоризы  является  возможность  проникать  внутрь  живых 

кортикальных  клеток,  пересекая  клеточную  стенку  и  затем  развиваясь  в 

соприкосновении с плазматической мембраной растительной клетки. Этот тип 

симбиоза подразделяется на орхидную, эрикоидную и арбускулярную микоризу. 

В  первых  двух  типах  мицелий  образует  завитки  в  клетках  коры,  а  в 

арбускулярной микоризе  развиваются типичные  для деревьев  образования  — 

так  называемые  арбускулы.  Арбускулярная  микориза —  наиболее  широко 

распространенный  тип  микоризы,  встречающийся  у  80%  видов  растений;  ее 

образуют примерно 120 видов грибов, принадлежащих к  Glomeromycota. Этот 
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симбиоз,  как  полагают,  филогенетически  является  самым  древним  типом 

микоризы.

Существенный  вклад  грибов  микоризо-образователей  в  систему 

толерантности  растений  к  полютантам  и  процессы  ремедиации  почвы 

обеспечиваются физиолого-биохимическими механизмами устойчивости грибов 

к загрязнителям:

−  Связывание  ТМ  с  клеточной  оболочкой.   Различные  компоненты 

клеточной  стенки,  включая  карбоксильные,  аминные,  гидроксильные, 

фосфатные и сульфгидрильные группы, могут создавать разнообразные центры 

связывания на уровне клеточной оболочки. Например,  в иммобилизации ТМ 

участвуют  такие  полисахариды,  как  хитозан  и  хитин,  а  также другие 

компоненты  клеточной  оболочки,  например  меланины,  глюканы  и  маннаны. 

Есть  сведения  о  связывании  ТМ  на  уровне  клеточной  стенки  внутренними 

гифами микоризных грибов и внешней грибницей этих грибов,   растущих на 

загрязненных почвах.

−  Ограниченное  поступление   ТМ   через  плазматическую  мембрану   

осуществляется  за  счет  снижения  уровня  пассивного  трансмембранного 

транспорта и активной регуляции ионтранспортных систем.  

−  Активное  выведение  и  внеклеточное  хелатирование.    Многие 

органические метаболиты грибов являются эффективными хелатами ТМ и могут 

на клеточном уровне взаимодействовать с ними путем комплексообразования 
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или  осаждения.  Примерами  подобных  метаболитов  могут  быть  щавелевая  и 

лимонная  кислоты,  сидерофоры  и  рибофлавин.  Также  высоко  эффективным 

специфическим   агентом,  связывающим  и  изолирующим  широкий  набор 

тяжелых  металлов  является  гломалин  -  гликопротеин,  который  обильно 

продуцируется  на  гифах  и  в  спорах  арбускулярных  микоризообразующих 

грибов в почве и корнях растений.

− Хелатирование в цитоплазме и компартментация в вакуоли  . Уменьшению 

концентрации  цитотоксических  ионов  тяжелых  металлов  в  цитоплазме 

способствуют низкомолекулярные, богатые цистеином внутриклеточные белки 

– металлотионеины. Также имеются данные об участии фермента тирозиназы в 

хелатировании и детоксикации меди в  АМГ.   Изучение  аккумуляции разных 

тяжелых металлов показало связывание токсикантов с  полифосфатами как в 

цитоплазме так и в вакуоли АМГ.

Грибы-микоризообразователи   отличаются  по  механизмам  и 

потенциальным  возможностям  резистентности  к  ТМ,  которые  связаны  с 

различными  экологическими  стратегиями  контроля  токсичности.  При  этом 

окончательно  не  установлено  является  ли  толерантность  микоризных  грибов 

конститутивной или адаптивной.
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 Лабораторный практикум 

Целью  настоящих  исследований  является  выделение  активных  штаммов 

сульфатредуцирующих  бактерий  из  природных  объектов  устойчивых  к 

действию тяжелых металлов,  а  также  доказательство  способности  отдельных 

штаммов сульфатредуцирующих бактерий к росту и образованию сероводорода, 

способствующему извлечению тяжелых  металлов из растворов.

В  литературе  имеется  ряд  работ  связанных  с  изучением  устойчивости 

сульфатредуцирующих бактерий относительно концентраций тяжелых металлов 

и их способности осаждать ионы тяжелых металлов из сточных вод. Однако в 

каждом индивидуальном варианте необходим подбор определенных штаммов 

сульфатредуцирующих бактерий и условий культивирования, способствующих 

извлечению тяжелых металлов.

Основные задачи:

1. Выделение наиболее устойчивых штаммов  сульфатредуцирующих 

бактерий из природных источников, способных к росту  на средах с тяжелыми 

металлами и возможность использования их в сорбции и осаждении последних.

Известно, что наиболее активными штаммами, участвующими  в различных 

процессах   связанных   с  трансформацией  ксенобиотиков  являются  бактерии 

выделенные, из соответствующих  эксперименту природных  источников.

С этой целью необходимо  поставить следующий эксперимент:
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Взять в опыт различные объемы проб сточных вод  (не менее 5) начиная с 

0,1 мл,  следующие пробы например, 0,5 мл; 1,0 мл; 2,0 мл; 2,5 мл.  Залить их 

питательной  средой  под  резиновую  пробку  в   пенициллиновых  флаконах. 

Культивировать    пробы при  температуре  30-37о
 С в  течение  15  дней.   Для 

получения достоверных результатов опыт ставить в трех повторностях.

В  данном  варианте  опыта  контролировать  рост  сульфатредуцирующих 

бактерий можно по  почернению питательной среды, связанным с образованием 

сульфида  железа.  Сделав  последующие  пересевы  для   активации 

сульфатредуцирующих бактерий,  выделенный штамм или консорциум можно 

исследовать по ряду основных морфологических и физиологических параметров 

(определить форму клеток, окраску клеточной стенки, наличие спор и других 

показателей).  Затем  исследовать  оптимальные  значения  температуры  и  рН. 

Какие субстраты используются  для роста (проверить лактат, пируват, водород). 

Сопровождается  ли  рост  бактерий  накоплением  ацетата,  т.е.  штамм 

осуществляет полное или неполное окисление субстрата.

2.  Изучение возможности сульфатредуцирующих бактерий способствовать 

извлечению ионов тяжелых металлов из растворов и сточных вод.

В литературе имеется ряд работ, где  отмечается целесообразность замены в 

активном  иле  полностью  или  частично  бактерий  селекционированными, 

высокоактивными  штаммами,  состоящими  из  одного  и  того  же  вида  или  из 

нескольких видов и даже родов. Основанием для этого является тот момент, что 
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организмы не будут случайными компонентами биоценозов, как это имеет место 

в  активном  иле,  где  наряду  с  автоселекционными  культурами  деструкторов 

находится  множество  спутников,  комменсалов  и  представителей  животного 

мира, паразитирующего на бактериальных популяциях.

Для  эксперимента  использовать  различные  таксономические  группы 

сульфатредуцирующих  бактерий.   Исследуемые  бактерии  различаются  по 

морфологии и физиологии. Среди них есть  вибрионы (p. Desulfovibrio), палочки 

спорообразующие (p. Desulfotomaculum) и бесспоровые (p. Desulfomicrobium, р. 

Desulfobacterium,  p.  Thermodesulfobacterium).  Микроорганизмы,  имеющие 

различный состав  клеточной  стенки  (грам-отрицательные  -  p.  Desulfovibrio  и 

грам-положительные - p. Desulfotomaculum), 6 видов - мезофильных бактерий, 3 

вида  (Dtm.  kuznetsovii,  Thermodesulfobacterium mobile и  Dtm.  nigrificans)  - 

термофилов.  Однако  общим свойством в  физиологии этих бактерий является 

способность к сульфатредукции при окислении лактата до ацетата и СО2  , либо 

(2  вида:  Desulfotomaculum  kuznetsovii, Desulfobacter  postgatei) - до СО2 .

Первоначально определяется рост (по белку) и образование сероводорода 

на стандартной среде N63 (DSM).

Способность  к  окислению лактата  позволяет  всем  исследованным видам 

сульфатредуцирующих бактерий на стандартной среде активно размножаться в 

условиях  опыта.  Отмечаются  лишь  незначительные  различия  в 

продолжительности лаг-фаз, фаз логарифмического роста и, соответственно, во 
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времени  выхода  культур  на  стационарную  фазу  роста.  Тем  не  менее,  все 

исследуемые  бактерии  на  48  час  находятся  в  стационарной  фазе  развития 

популяции.  Чаще  всего  наибольшее  количество  биомассы  и  соответственно 

сероводорода  продуцирует  культура  Desulfobacter  postgatei  ВКМ  1643.  Она 

обычно имеет самую высокую удельную скорость роста -  0,22 ч-1.  Высокую 

удельную скорость роста могут иметь также культуры Desulfovibrio desulfuricans 

ВКМ 1799 и Thermodesulfobacterium mobile ВКМ 1128.   Несколько меньшую 

биомассу,   по  сравнению  с  указанными  выше  сульфатредуцирующими 

бактериями, продуцируют культуры рода Desulfotomaculum. Полученные в этом 

опыте  результаты являются контрольными относительно опытов с  внесением 

солей  тяжелых  металлов  различных  концентраций  в  питательные  среды  или 

сред, приготовленных на основе сточных вод.

Следующий этап можно разделить в двух направлениях: первый - рост и 

образование сероводорода сульфатредуцирующими бактериями на стандартной 

питательной  среде  при  добавлении  солей  тяжелых  металлов  в  различных 

концентрациях (200 г/л; 150 г/л; 100 г/л; 75 г/л; 50 г/л; 25 г/л; 15 г/л; 7,5 г/л; 3,0 

г/л; 1,5 г/л).  Наиболее часто встречаемые в сточных водах  соли  карбонатов, 

сульфатов и т.д.

Второе направление связано с содержанием тяжелых металлов в изучаемых 

сточных  водах.  С  этой  целью  необходимо  предварительно  определить 

содержание  основных, тяжелых металлов в сточных водах взятых в опыт. После 
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определения наличия и концентрации ионов тяжелых металлов,  данную воду 

использовать в качестве основы для приготовления питательных сред, Изменять 

концентрацию  металлов  в  сточной  воде  можно  с  помощью  ее  разведения 

стандартной питательной средой.

После  культивации  бактерий  установить  устойчивость  последних  к 

токсическому  действию  тяжелых  металлов  и  влияние  их  различных 

концентраций на рост и образование сероводорода.

При изучении действия сульфатредуцирующих бактерий на сточные воды 

содержащие железо, цинк, медь, ртуть и другие тяжелые металлы, образующие 

сульфиды  при  взаимодействии  с  сероводородом,  определить  снижение 

содержания последних от исходной величины.

При  исследовании  влияния  сульфатредуцирующих  бактерий  на  сточные 

воды  содержащие  хром,  необходимо   иметь  в  виду,  что   в  этом  случае 

происходит  восстановление  хрома,  т.е.  соли  хрома  выступают  акцепторами 

протонов,  выделяемых  при  окислении  лактата.  Сульфаты  содержащиеся  в 

питательной среде в этом случае  конкурируют с солями хрома и поэтому их 

содержание лучше снизить до 0,5 г/л.

По окончанию экспериментов сделать заключение и выводы.  Полученные 

результаты математически обработать и представить в таблицах и графиках.
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Объекты и методы и условия  исследований

В  работе  использовать  следующие  культуры  сульфатредуцирующих 

бактерий, полученные из Российской коллекции микроорганизмов (г. Пущино):

Бактерии окисляющие лактат до ацетата и СО2 (группа А):

1. Desulfovibrio desulfuricans                                      ВКМ 1388

2. Desulfovibrio desulfuricans                                      ВКМ 1799

3. Desulfovibrio vulgaris                                              ВКМ 1760

4. Desulfovibrio gigas                                                   ВКМ 1382

5. Desulfotomaculum nigrificans                                  ВКМ 1492

6. Desulfotomaculum orientis                                       ВКМ 1628

7. Desulfomicrobium baculatus                                    ВКМ 1378

8. Desulfobacterium macestii                                        ВКМ 1598

9. Thermodesulfobacterium mobile                              ВКМ 1128

Бактерии окисляющие лактат до СО2 (группа Б):

1. Desulfobacter postgatei                                             ВКМ 1643

2. Desulfotomaculum kuznetsovii                                 ВКМ 1805

Культивирование бактерий

Культивировать  сульфатредуцирующие  бактерии  лучше  на  среде  N63 

(DSM) следующего состава (в г/л):
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NH4Cl                           -     1,0

MgSO4.7H2O                -     2,0

лактат Na или Са         -    2,0

дрожжевой экстракт    -   1,0

FeSO4.7H2O                  -     0,5

вода водопроводная    -    1000 мл

В  качестве  восстановителя  используют  сульфид  или  дитионит  натрия. 

Сульфид  натрия  готовят  в  виде  1%-ного  раствора  Na2S  в  1%-ном  растворе 

NaHCO3, стерилизуют при 0,5 атм. и  добавляют  по каплям  перед  посевом  до 

слабого  посерения  среды.  При  использовании  в  качестве   восстановителя 

дитионита  натрия,  небольшое   количество   сухого   вещества   растворяют  в 

дистиллированной воде,  освобожденной от кислорода, в ампулах с инертным 

газом и стерилизуют при 0,5  атм.  Дитионит  вносят  в  среду  шприцем,  перед 

посевом культуры.

Отдельно  готовят  1%-ный  раствор  FeSO4 •  7H2O в 1%-ном растворе НСl, 

стерилизуют  при  1  атм.  Дрожжевой  экстракт  используют  в  виде  10%-ного 

раствора, стерилизуют при 0,5 атм.

После  стерилизации  и  внесения  дрожжевого  экстракта, сульфата железа, 

рН среды доводят 20%-ным раствором NaOH до 7,0-7,4.

Росту  сульфатредуцирующих  бактерий,  особенно  выделяемых  из 

природных объектов, способствует добавление в питательную среду  раствора 
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микроэлементов   следующего   состава (мг/л): этилендиаминтетраацетат  -  500, 

FeSO4   • 7H2O - 200, ZnSO4 • 7H2O - 10, MnCl2 • 4H2O - 3, H3PO3 - 30, CoCl2 • 

2H2O  - 20, CuCl2  • 2H2O - 1, NiCl2 • 6H2O - 2, NaMoO4  •  2H2O  - 3.

Анаэробные условия культивирования достигаются кипячением и быстрым 

охлаждением  питательной  среды,  а  также  добавлением  восстановителей 

(дитионит, Na2S).

Колбы  и  пробирки  с  посевами  закрывают  стерильными  резиновыми 

пробками  не  оставляя  воздуха.  Кроме  того,  бактерии  можно  выращивать  в 

герметично закрытых пенициллиновых флаконах или в склянках (объем 75 мл), 

в атмосфере аргона. Соотношение питательной среды и газовой фазы - 1:2.

Посев сульфатредуцирующих бактерий в опытные флаконы производят из 

четвертого-пятого  десятикратного  разведения  двухсуточной  культуры.  Посев 

осуществляют медицинским шприцем.

Инкубацию  проводить  в  термостате  при  температуре  от  300С  до  650С 

соответственно оптимальным температурам роста используемых культур.

Определение белка

Рост  штаммов  контролировать  определением  содержания  белка  по 

модифицированному методу Лоури. К пробе объемом 1 мл добавляют 0,1 мл 

0,15% раствора дезоксихолата натрия,  оставляют на 15 минут при комнатной 

температуре.  Затем  добавляют  0,1  мл  72%-ного  раствора  трихлоруксусной 

кислоты, выдерживают до растворения черного осадка и центрифугируют при 7 
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000 g 15 минут. Осадок растворяют в 1 мл дистиллированной воды, затем к нему 

добавляют  1  мл  реактива  "А",  приготовленного  из  1  части  раствора  0,2% 

тартрата калия и 0,1% CuSO4 •  5H2O в 10% растворе карбоната натрия, 1 части 

0,8N NaOH и 2 частей дистиллированной воды с добавлением додецилсульфата 

Na (2,5%). Через 10 минут инкубации в смесь вносят 0,5 мл реактива Фолина. 

Оптическую  плотность  белка  определяют  на  спектрофотометре  при  длине 

волны 750 нм в кюветах с толщиной слоя жидкости 1см. Количество белка в 

пробе устанавливают по калибровочной кривой.

Для  построения  калибровочной  кривой  в  логарифмических  координатах 

использовать трехкратное определение содержания белка в растворах бычьего 

сывороточного альбумина различной концентрации.

Удельная скорость роста бактерий рассчитывается по формуле: 

             2,3 (lgN - lgNо )

m =                                   (ч-1),  где 
                    t1 - t0

N - биомасса или число клеток;

t - время;

No - биомасса или число клеток в начальный момент времени.

Длительность лаг-фазы (Т) вычисляется по формуле:

                   lnN - lnNo

      T = tr                       ,  где
                        m
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tr - реальное время;

N  - биомасса;

No - биомаса в начальный момент времени;

m - удельная скорость роста бактерий.

Определение сероводорода

Количество   сероводорода   определяют   методом   обратного 

йодометрического титрования. Сероводород  предварительно  осаждают в виде 

CdS, для чего к пробе объемом 3 мл быстро добавляют 1 мл  10 %  раствора 

уксуснокислого кадмия и 0,5 мл 25% раствора NaOH. Затем осадок сульфида 

растворить в HCl, а выделившийся сероводород окислить 0,01N раствором йода. 

Для этого в отдельной колбе составить смесь из 5 мл HCl (концентрированную 

соляную кислоту развести дистиллированной водой в соотношении 2:1 и 5 мл 

0,01 н раствора йода, которую добавить к осадку сульфида.  Все смешать и через 

2-3 мин реакции  избыток  йода  (желтый цвет) оттитровать 0,01 N раствором 

тиосульфата натрия (бесцветный раствор). Для облегчения реакции титрования 

в смесь можно добавить 1 мл крахмала (синий цвет).

Содержание сероводорода в пробе рассчитывают по формуле и выражают в 

мг/л :
                 (Vj2 - Vt) • 17,04 • 1000 • Nj2

      X  =                                                    ,  где
                              V
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X      -   количество сероводорода в мг/л;

Vj2    -  объем прибавленного йода, мл;

V      -  объем пробы, мл;

Vt     -  объем тиосульфата, пошедшего на титрование, мл;

Nj2    -  нормальность раствора йода;

17.04 - эквивалент сероводорода.

При  использовании  сред,  содержащих  незначительные  количества 

сульфатов,  сероводород  определяют  колориметрически,  по  изменению 

интенсивности окраски, образуемой при реакции железосодержащих квасцов с 

производным сульфида и N',N-диметил-пара-фенилдиамина в кислой среде.  Для 

этого  составить реакционную смесь:

• 1 мл 2%  раствора ацетата цинка

• 50 мкл пробы (культуральная жидкость или сточная вода)

• 1,6 мл дистиллированной воды

• 0,5  мл  0,2%  раствор  N'N-диметил-пара-фенилдиамин  в  20%  растворе 

H2SO4

• 25 мкл 10% раствора железо-аммонийных квасцов в 2% H2SO4

После добавления всех реактивов общий объем реакционной смеси довести 

до 5 мл дистиллированой водой, все смешать и через 30 мин реакции измерить 
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на  спектрофотометре  при  длине  волны  750  нм.   Содержание  сероводорода 

определяется по калибровочной кривой. 

Аналитические методы анализа тяжелых металлов

Тяжелые  металлы,  попадая  в  воду  в  ионной  форме,  накапливаются  в 

осадках  в  виде  гидроокисей,  карбонатов,  сульфидов  или  фосфатов.  Высокая 

концентрация тяжелых металлов обнаруживается в верхних слоях воды.

Для проведения исследований необходимо использовать образцы сточных 

вод взятые из очистных сооружений городских сточных вод или предприятий, 

где  тяжелые  металлы  присутствуют   в  сточных  водах  производства  по 

технологической схеме.

Для  изучения  содержания  тяжелых  металлов  в  сточных  водах  можно 

использовать  колориметрические методы исследования, предложенные в работе 

по химическому анализу промышленных сточных вод. Первоначально во всех 

опытах  строится калибровочная кривая, характеризующая содержание того или 

иного  тяжелого  металла.  Для  ее  построения  в  работе  можно  использовать 

различные, выше перечисленные, соли металлов.

В  опыт  берут  пробу  сточной  воды  в  количестве  10  мл,  содержащую  в 

среднем  от  0,1  до  10  мг/л   солей  тяжелых  металлов.   При  более  высоких 
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концентрациях солей сточные воды необходимо развести водопроводной водой, 

а при их низком содержании - сконцентрировать.

Железо

Метод основан на том, что сульфосалициловая кислота,  или ее натриевая 

соль, образует окрашенные комплексы с солями железа. В водах с кислотными 

значениями среды  образуется комплекс только с солями трехвалентного железа 

(красный цвет), а в слабощелочных - с солями двух- и трехвалентного железа 

(желтый цвет).

а)    Определение общего содержания железа

К пробе сточной воды (10 мл) приливают 5 мл  сульфосалициловой кислоты 

и 5 мл разбавленного водой раствора аммиака (разведение концентрированного 

раствора  аммиака  1,0:1,5).   Через  10  минут  реакции   интенсивность 

окрашивания регистрируют на фотоэлектроколориметре  при длине волны 420 - 

430 нм.

б)    Содержание трехвалентного железа

К пробе сточной воды (10 мл) приливают 5 мл  сульфосалициловой кислоты 

и 0,1 мл  соляной кислоты разбавленной водой в соотношении 3:2.  Через 10 

минут  реакции   интенсивность  окрашивания  регистрируют  на 

фотоэлектроколориметре  при длине волны 530 нм.
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Медь

Медь  можно  определять  дитизоновым  методом,   (см.  раздел  Свинец). 

Другой  метод  основан  на  взаимодействии  диэтилдитиокарбамата  натрия 

(C2H5)2NCS2Na  с  солями  меди  с  образованием  окрашенного  комплекса 

(коричневый цвет).

Взять пробу 50 мл и добавить к ней 5 мл соляной кислоты (разбавленной 

водой  в  отношении  1:9)   в  результате  проба  должна  иметь  рН  близкую  к 

нейтральным значениям, затем к ней добавить 2 мл  0,05 М раствор трилона Б 

(18,6  г  реактива  в  1  л  дистиллированной  воды)  и  5  мл  0,1% 

диэтилдитиокарбамата  натрия.   Через  10  минут  реакции  интенсивность 

окрашивания регистрируют на фотоэлектроколориметре  при длине волны 430-

440  нм.  Полученную  окраску  сравнивают  с  окраской  растворов  стандартной 

шкалы. 

Цинк

В  делительную  воронку  поместить  1  мл  анализируемой  сточной  воды, 

прибавить 4 мл дистиллированной воды, 2 мл ацетатного буфера рН 4,8 (2 н 

раствор ацетата смешать с 2 н раствором ацетата натрия  в соотношении 1:1). В 

смесь  ввести  5  капель  раствора  тиосульфата  натрия  (25  г  Na2S2O3  •  5H2O 
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растворить в 75 мл дистиллированной воды) и 5 мл 0,01 % раствора дитизона в 

хлороформе или четыреххлористом углероде. Пробу смешать в течение 2 минут 

и нижний слой органического растворителя сливают. По его цвету определяют 

содержание цинка.

Установлено, что чисто зеленый цвет пробы имеет вода содержащая  менее 

0,1 мкг цинка в пробе, бледно-зеленая - 0,1 мкг, зеленая с голубым - 0,25 мкг. 

голубая с зеленым 0,5 мкг, голубая с сиреневым - 1,0 мкг,  сиреневая - 1,5 мкг, 

лилово-красная - 3,0 мкг. Красная с фиолетовым - 4,0 мкг, красная - 5 мкг.

Свинец

Для  определения  свинца  дитизоновым  методом  необходимо 

предварительно  извлечь  из  сточной  воды   медь  и  цинк.   Медь  извлекается 

раствором дитизона в хлороформе или четыреххлористом углероде при рН 2.  К 

пробе  обьемом  50  мл  добавить  1  н  соляную кислоту,  чтобы анализируемый 

раствор  имел  конечную  концентрации  HCl  равную  0,01  н.  Затем  медь 

экстрагируют  порциями  по  1  мл  титрованным  раствором  дитизона  в 

органическом  растворителе.  Встряхивая  смесь  1-2  мин,  жидкости  дают 

разделиться,  а  затем сливают нижний слой окрашенный дитизонатом меди в 

красно-фиолетовый  цвет.  Процедуру  повторяют  до  окраски  органического 

растворителя в зеленый цвет. Расчет количества меди ведут по той же формуле, 

по которой рассчитывают свинец.
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В  этих  условиях  свинец  и  цинк  не  извлекаются.  Извлекая  медь,  можно 

одновременно колориметрически определить ее.

После  извлечения  меди  взятую  пробу  нейтрализуют  карбонатом  натрия 

(использовать  20%  раствор),  Необходимое  количество  карбоната  натрия 

определяют после добавления в пробу 2-3 капель фенолового красного, который 

меняет окраску на оранжевый цвет при рН 6.8 - 7.0. Затем к пробе приливают  к 

1  мл   свежеприготовленного  10%  раствора   гексацианоферрата  калия  для 

связывания цинка, 2 мл 1% раствора солянокислого гидроксиламина, 2 мл 10% 

раствора  цитрата  натрия  или  аммония  (можно  заменить  10  %  раствором 

тартрата натрия), все перемешивают и прибавляют еще 2-3 капли фенолового 

красного. Смесь нейтрализуют карбонатом натрия до малинового окрашивания 

(рН 8,0-8,5).

Затем свинец экстрагируют раствором дитизона, порциями по 1 мл как при 

определении меди.

Содержание свинца (Х) в мг/л  рассчитывают по формуле:

          (а-в) • Т •1 000
 Х=                             ,   где
                1000 • V

                      

а - объем раствора дитизона израсходованного на титрование, мл;
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в - объем раствора дитизона израсходованного на титрование в "холостом 

опыте", мл;

       Т - титр раствора дитизона, мг/мл;

       V - объем анализируемой сточной воды.

Раствор дитизона необходим свежеприготовленный и чистый от примесей.

Ртуть

Взять  50  мл  анализируемой воды,  содержащей не  более  10  мкг  ртуть  и 

добавить 10 мл ацетатного буфера ( 1 н раствор ацетата смешать с 1 н раствором 

ацетата натрия в соотношении 1:1), а также внести 5 мл  1 н  трилона Б (18,6 г 

препарата  растворить  в  1  л  в  дистиллированной  воды),  Перемешать.  Проба 

должна иметь нейтральные значения рН. Затем пробу переносят в делительную 

воронку  и  к  ней  из  микробюретки  осторожно  по  1  мл  добавляют  0,002  % 

раствора  дитизона  в  хлороформе  или  четыреххлористом  углероде.   Все 

встряхивают  1-2  мин  и  отделяют  нижний  слой  органического  растворителя 

собирая порции окрашенные в оранжево-желтый цвет (дитизонат ртути) до той 

поры пока экстракт не будет иметь зеленую окраску (свободный дитизонат).

Содержание ртути (Х) в мг/л рассчитывают  по формуле:

                а •Т • 1000
Х=                              ,   где
                         V
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а - объем раствора израсходованного на титрование, мл

Т - титр раствора дитизона, мг/мл

V - объем анализируемой сточной воды

Раствор дитизона необходим свежеприготовленный и чистый от примесей.

Кадмий

Метод основан на экстракции кадмия раствором дитизона.  Первоначально 

из   щелочной среды экстрагируют дитизонат  кадмия,  отделяя его  от  свинца, 

висмута,  цинка,  оставшихся  в  водной  среде.  Потом  дитизонат  кадмия 

разрушают 0,01 н раствором кислоты, переводя кадмий в водный слой, отделяя 

его от меди, никеля, кобальта, серебра, ртути и других металлов оставшихся в 

органическом  растворителе.  Наконец  вновь  извлекают  кадмий  из  щелочного 

раствора.

Взять  пробу  10  мл   добавить  несколько  капель  0,1  н  раствора  соляной 

кислоты  и  внести  2  мл  1%  раствора  солянокислого  гидроксиламина,  0,5  мл 

лимонной кислоты. Затем смесь нейтрализуют раствором аммиака до рН 7,0 и 

добавляют 3 мл его избытка, т.е. создают щелочные условия среды.  Следующий 

этап  -  экстракция  кадмия  0,05%  раствором  дитизона  в  хлороформе  или 

четыреххлористом углероде. Для этого вносят в делительную воронку пробу с 5 

мл  дитизона,   встряхивают эту  смесь  в  течение  2  мин,  затем  отстаивают и 
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сливают  органический  растворитель.  Процедуру  повторяют  несколько  раз  до 

зеленого цвета дитизона. 

Собранные  фракции  дитизона  промывают  дважды  дистиллированной 

водой.

Затем  к промытым фракциям дитизона добавить дважды по 4 мл 0,01 н 

раствора соляной кислоты и сильно встряхнуть в  течение 3 мин при каждой 

обработке.  Кадмий  переходит  в  водный  слой,  а  органический  растворитель 

можно  отбросить.  Полученный  водный  слой  дважды  промывают  чистым 

четыреххлористым углеродом.

К  промытому  соляно-кислому  водному  раствору  добавить  5  мл  25% 

раствора NaOH и экстрагировать кадмий 0,005% раствором дитизона, прибавляя 

последний  порциями  по  1-2  мл.  Экстракцию  продолжать  до  тех  пор,  пока 

органический растворитель не перестанет окрашиваться в розовый цвет.

Концентрацию кадмия определяют   на фотоэлектроколориметре при длине 

волны  508 нм.

Хром

           а)   Определение шестивалентного хрома

Взять  три пробы по 20 мл, одну из них нейтрализовать 0,1 н раствором 

NaOH  по  фенолфталеину  (добавить  2-3  капли  в  пробу)  до  слабо-розового 

окрашивания,   во  вторую пробу  добавляют  такой  же  объем  щелочи,  но  без 

индикатора. Приливают 0,5 мл 2 н раствора серной кислоты и 0,4 мл раствора 
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дифениткарбазида  (0,1%  спиртовый  раствор).  Через  10-15  мин  определяют 

оптическую  плотность  относительно  третьей  пробы  в  которую  носят  все 

реактивы исключая дифенилкарбазид. Измерения проводят в кюветах по 5 мл 

при длине волны 540 нм.

б)  Определение суммарного количества шести- и трехвалетного хрома

Взять пробу 50 мл  и нейтрализовать ее до рН 7,0.  К полученной пробе 

добавить  2-3  капли 2  н  серной кислоты,  10 мл  свежеприготовленного 0,2  % 

раствора персульфата аммония и все кипятят 20-25 мин.  В этой реакции весь 

хром окисляется до шестивалентного, а избыток персульфата разлагается. Далее 

анализ идет по выше указанной схеме.

Количество трехвалентного хрома определяют по разнице между пробами 

шестивалентного хрома в общем определении  и шестивалентного хрома без 

окисления трехвалентного хрома.
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