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Мета. Визначення стійкості мікроорганізмів 

чорноземного ґрунту України до дії токсичної 

міді(II). Методи. Вміст мідь-резистентних мік-

роорганізмів у чорноземі визначали підрахун-

ком колоній на твердому поживному середови-

щі, що містило Cu(II). Стійкість мікроорганізмів 

визначали культивуванням у концентраційному 

градієнті Сu2+. Результати. Показано, що в чо-

рноземному ґрунті наявні мікроорганізми, що 

стійкі до токсичної міді у надвисоких концент-

раціях – 500 мг/л Сu2+ (розчин СuSO4) та 10000 

мг/л Сu2+ (у комплексі з цитратом). Встановле-

но, що хелатування цитратом призводить до пі-

двищення стійкості мікроорганізмів до Сu2+ у 20 

разів. Визначено, що у природній екосистемі 

може існувати зникаюче мала кількість мікроо-

рганізмів, що стійкі до токсичної міді у надви-

соких концентраціях. Із підвищенням вмісту 

Сu
2+

 зменшується кількість життєздатних мік-

роорганізмів, що описується гіперболічною 

кривою. Висновки. Запропонований методоло-

гічний підхід не лише дозволяє виділити мідь-

резистентні мікроорганізми з природних екоси-

стем усіх географічних зон земної кулі, а й уни-

кнути здійснення складних генетичних транс-

формацій із метою отримання перспективних 

генетично модифікованих штамів для подаль-

шого використання у біотехнологіях очищення 

промислових стічних вод.  

Ключові слова: мідь-резистентні мікроорганіз-

ми, чорноземний ґрунт України, диверсифіко-

ване мікробне угруповання, природоохоронні 

біотехнології. 

 

Чорноземні ґрунти є джерелом диверси-

фікованих мікробних угруповань, що забезпе-

чують замкнений кругообіг речовин та енер-

гії [1]. Мікробні угрупування ґрунту належать 

до різноманітних фізіологічних і таксономічних 

груп циклів вуглецю, азоту, фосфору та сірки. 

Тому чорноземний ґрунт, з огляду на мікробне 

різноманіття, є привабливим «генетичним ресу-

рсом» метал-резистентних (та зокрема Сu2+-

резистентних) штамів, що перспективні для за-

стосування у біотехнологіях очищення метало-

вмісних стічних вод [2]. Зазвичай для створення 

таких біотехнологій виділяють окремі штами 

мікроорганізмів з екосистем «техногенних ката-

строф» [3–5]. Також використовуються методи 

генетичної трансформації для створення стійких 

до міді генетично модифікованих штамів [6, 7].  

Катіон Сu2+ є металом комбінованої дії за 

своїм негативним ефектом. Він є одночасно як 

металом-замісником, так і металом-окиснюва-

чем [10]. Саме тому він є дуже токсичним мета-

лом [8, 9]. Одним із факторів, що визначають 

токсичність міді, є високі значення редокс-

потенціалу (Eh) утворених нею окисно-

відновних систем [10]. У нейтральних умовах 

(рН = 7,0), типових для більшості біохімічних 

реакцій, вода стійка в діапазоні стандартних 

значень редокс-потенціалу (E′0 – стандартний 

редокс-потенціал реакції (Eh, мВ) за pH=7,0 та 

одномолярої концентрації як окисненої, так і 

відновленої форм реагуючих речовин) E′0 від –

414 до +814 мВ. Верхня межа стійкості води 

визначається оборотною реакцією окиснення 

оксигену води до молекулярного кисню: 2H2O = 

O2 + 4H++ 4ē; E′0 = +814 мВ. Нижня межа стій-

кості води визначається оборотною реакцією 

відновлення протону до молекулярного водню: 

2H+ + 2ē = H2; E′0 = –414 мВ. Оскільки редокс-

потенціал системи, утвореної міддю та її відно-

вленою формою, знаходиться в межах термоди-

намічної стійкості води і її токсична дія визна-

чається величиною Eh, то допустиме існування 

мікроорганізмів, стійких до високих концентра-

цій цього металу-окисника [10]. Виходячи з 

цього, ми припустили, що з екологічно чистого 

чорноземного ґрунту природної екосистеми 

можна виділити зникаюче малу кількість мікро-

організмів, які є стійкими до токсичної міді(II) у 

надвисокій концентрації.  

Запропонований нами методологічний пі-

дхід не лише дозволяє виділити мідь-

резистентні мікроорганізми з природних екоси-
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стем, а й уникнути складних генетичних транс-

формацій із метою отримання перспективних 

генетично модифікованих мікроорганізмів. 

Водночас методологічний підхід усуне необхід-

ність пошуку техногенних екосистем для виді-

лення з них мікроорганізмів, стійких до міді, та 

дозволить виділяти їх з більшості наявних еко-

систем усіх географічних зон земної кулі.  

У зв’язку з цим метою роботи було визна-

чення стійкості мікроорганізмів чорноземного 

ґрунту України до дії токсичної міді(II). 

 

Матеріали і методи 

Для виявлення мідь-резистентних мікроо-

рганізмів було досліджено зразок чорноземного 

ґрунту України, що був відібраний у фруктово-

му саду Інституту мікробіології та вірусології 

ім. Д.К. Заболотного (м. Київ). 

Мідь-резистентні мікроорганізми ізолю-

вали у стерильних умовах на м’ясо-пептонному 

агарі (МПА) у двох модифікаціях міді(II). Пер-

ша модифікація містила катіон Сu2+, хелатова-

ний трьохзаміщеним цитратом натрію. У другій 

модифікації середовища мідь вносили у вигляді 

сульфату СuSO4 без додавання хелаторів.  

Розчини міді у концентрації 63,546 г/л 

(1 моль/л) готували розчиненням СuSO4·5H2O у 

дистильованій воді. Для приготування 100 мл 

розчину цитрату міді 24,96 г СuSO4·5H2O роз-

чиняли у 50 мл дистильованої води. Після цього 

додавали 12,7 г сухого трьохзаміщеного натрію 

цитрату та перемішували до повного розчинен-

ня. Розчин мав рН = 3,4, і тому його нейтралізу-

вали за допомогою Na2CO3 до рН=7,0. Отрима-

ний 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 дисти-

льованої води, вносили у колбу Мора (100 мл) 

та доводили об’єм до мітки дистильованою во-

дою. Розчин мав рН = 3,2. Розчини стерилізува-

ли кип’ятінням на водяній бані протягом 30 хв у 

герметично закритих флаконах.  

В агаризованому середовищі створювали 

концентраційний градієнт Сu(II). Для першого 

варіанта експерименту (нехелатований Сu2+) 

градієнт створювали із кроком 100 мг/л – від 

100 до 600 мг/л. У другому варіанті (цитрат 

Сu
2+

) градієнт становив 100…11000 мг/л Сu
2+

. У 

чашки вносили по 25,0 мл середовища, що міс-

тило цитрат та сульфат міді(II), а також контро-

льне середовище без міді та витримували протя-

гом 2 діб за кімнатної температури для перевір-

ки стерильності та підсушування. Для посіву 

мікроорганізмів готували десятикратні розве-

дення зразка, з яких 0,1 мл суспензії мікроорга-

нізмів (10-2) вносили на поверхню агару та роз-

тирали шпателем. У якості контролю викорис-

товували середовище без міді. Мікроорганізми 

культивували за 30 ºС протягом 14 діб. Кіль-

кість мікроорганізмів перераховували на їх 

вміст в 1 г абсолютно сухого ґрунту [11].  

Здатність мікроорганізмів взаємодіяти зі 

сполуками токсичної міді(II) визначали за до-

помогою якісної реакції з Н2S. Колонії, що на-

копичували Сu(II), забарвлювалися в чорний 

колір внаслідок утворення сульфіду міді: Сu2+ + 

S2- = CuS [12]. У якості тестового мікроорганіз-

му для перевірки токсичності селективного се-

редовища, що містило Сu2+, використовували 

штам Escherichia coli УКМ В-926. Cтатистичну 

обробку результатів проводили з використанням 

пакетів прикладної програми Microsoft Excel 

(Р 0,05). 

 

Результати та обговорення  

Загальноприйнятою є думка про те, що 

важкі метали-окисники токсичні і пригнічують 

ріст мікроорганізмів [9, 13], оскільки утворені 

ними окисно-відновні системи характеризують-

ся високими значеннями редокс-потенціалу 

(Eh) [10]. Раніше нами було показано [10], що 

якщо редокс-потенціал системи, утвореної ме-

талом-окисником та його відновленою формою, 

знаходиться в межах термодинамічної стійкості 

води (Eh = –414…+814 мВ) і його токсична дія 

визначається величиною Eh, то допустиме існу-

вання мікроорганізмів, стійких до металу-

окисника в дуже високих концентраціях, в ряді 

випадків до величин порядку 1 моль/л (рис. 1). 

Оскільки значення редокс-потенціалу ци-

тратного та сульфатного 1 моль/л розчинів мі-

ді(II) становили +380 та +580 мВ відповідно, то 

цілком очікуваним для нас виявилася можли-

вість життєдіяльності мікроорганізмів у присут-

ності токсичної Сu2+ у надвисоких концентраці-

ях (рис. 2). Перед постановкою експерименту 

нами було експериментально встановлено, що 

хелатування Сu2+ цитратом не супроводжується 

істотним зменшенням токсичності цього катіо-

на. Так, колекційний штам Escherichia coli УКМ 

В-926, який не є стійким до сполук металів, не 

ріс за концентрації 200 мг/л Сu2+ у хелатованій 

цитратом формі. Вперше показано, що в еколо-

гічно-чистому, незабрудненому металами чор-

ноземному ґрунті України наявні мікроорганіз-
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ми, які стійкі до токсичної міді(II) у надвисоких 

концентраціях – до 10000 мг/л Сu2+, що хелато-

вана цитратом.  

На перший погляд, існування мікроорга-

нізмів за таких надвисоких концентрацій міді 

суперечить загальноприйнятому уявленню про 

бактеріостатичні та навіть бактерицидні власти-

вості Сu2+ у концентраційному діапазоні 

20…100 мг/л [8, 9]. Проте з отриманих нами 

даних видно, що збільшення концентрації Сu2+ 

призводить до вкрай негативних наслідків 

(рис. 2).  

Кількість мікроорганізмів за концентра-

цій, що не перевищують навіть 2000 мг/л Сu2+, 

катастрофічно зменшується. Таким чином, нами 

ще раз експериментально підтверджено загаль-

нобіологічну закономірність щодо токсичної дії 

міді на мікроорганізми. Проте принципово но-

вим є те, що кількість мікроорганізмів, які виро-

сли за високих концентрацій міді (2000…6000 

Сu2+ мг/л), становила сотні тисяч клітин у грамі 

ґрунту. Так, за 2000 мг/л Сu2+ значення 0,42×106 

КУО/г, і навіть за 8000 мг/л кількість мікроор-

ганізмів залишалася дуже високою, 0,19×106 

КУО/г. Нарешті принципово новим є той факт, 

що за надвисокої концентрації Сu2+ чорнозем-

ний ґрунт містив тисячі життєздатних мікроор-

ганізмів (7,6×102 КУО/г) (рис. 2). 

 

 
Рис. 1. Залежність величини редокс-потенціалу Сu2+ (Eh, мВ) від його концентрації у воді (моль/л і мг/л) 

у реакціях відновлення [10]. 

 

 
Рис. 2. Стійкість чорноземного мікробного угрупування до хелатованої цитратом токсичної міді(II). 
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Значно меншу стійкість до Сu2+ проявля-

ють мікроорганізми, якщо мідь присутня у ви-

гляді нехелатованого катіону Сu2+. Так, якщо 

МДК для хелатованої форми міді становило 

10000 мг/л Сu2+, то для нехелатованої сполуки 

(СuSO4) МДК дорівнювало 500 мг/л Сu2+ 

(рис. 3), тобто стійкість мікроорганізмів до міді 

зменшувалася у 20 разів. Звідси випливає, що 

утворення комплексних сполук із мікробними 

екзометаболітами (органічними кислотами) мо-

же слугувати захисним механізмом, що підви-

щує стійкість мікроорганізмів до токсичного 

катіона Сu2+. Необхідно підкреслити, що загаль-

но-біологічна закономірність щодо негативної 

дії міді підтверджується також і у варіанті з не-

хелатованим Сu2+: за концентрації 200 мг/л кі-

лькість мікроорганізмів зменшується у 8 разів. 

Проте навіть за 500 мг/л Сu2+ кількість мікроор-

ганізмів становила 3,8×102 КУО/г.  

Залежність кількості життєздатних мікро-

організмів від концентрації міді описується гі-

перболічною кривою, на «правому плечі» якої 

показано існування надстійких мідь-

резистентних мікроорганізмів (рис. 2). Ефект 

«правого плеча» гіперболи підтверджено як на 

прикладі катіону Сu2+, так і на прикладі цитрату 

Сu
2+

.  

Виділені нами мікроорганізми не тільки 

стійкі до міді у надвисоких концентраціях, але і 

здатні вилучати її з водних розчинів завдяки 

накопиченню Сu2+ у мікробній біомасі. Підтвер-

дженням тому є розроблений нами сірководне-

вий тест [12]. Суть його полягає у забарвленні 

сполук Сu2+ у темно-коричневий колір внаслідок 

утворення сульфіду міді СuS .  

Сьогодні відсутні мікробні технології, що 

забезпечують ефективне очищення промисло-

вих стічних вод від міді у концентраційному 

діапазоні 100 – 400 мг/л Сu2+ [13–15]. Максима-

льну стійкість до міді показано на прикладі 

штаму Pseudomonas spp, що резистентний до 

300 мг/л Сu(II) [2] та трьох штамів, ізольованих 

із «металовмісної» річки Могпог, стійких до 

15…390 мг/л Сu2+ [16]. Звідси очевидно, що для 

очищення стічних вод, що містять мідь у значно 

більших концентраціях, є перспективними виді-

лені нами штами.  

Отримані закономірності є підґрунтям для 

розробки новітніх біотехнологій очищення про-

мислових стічних вод від Сu2+. З огляду на те, 

що хелатування міді призводить до підвищення 

стійкості мікроорганізмів до міді, до очисної 

споруди разом із мікроорганізмами доцільно 

вносити полімерні органічні сполуки (крохмаль, 

целюлозу тощо), які метаболізуються мікроор-

ганізмами з утворенням широкого спектра орга-

нічних кислот – хелаторів міді.  

 

 
Рис. 3. Стійкість чорноземного мікробного угрупування до токсичної міді(II) у сульфатній формі. 
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Висновки 

Доведено, що в чорноземному ґрунті 

України розповсюджені мідь-резистентні мік-

роорганізми, стійкі до токсичної міді(II) у над-

високих концентраціях – 10000 мг/л (цитратна 

форма) та 500 мг/л (водний розчин СuSO4). 

Встановлено, що хелатування цитратом призво-

дить до підвищення стійкості мікроорганізмів 

до сполук токсичної міді(II) у 20 разів. Визначе-

но, що у природних екосистемах може існувати 

зникаюче мала кількість мікроорганізмів, що 

стійкі до токсичної міді у надвисоких концент-

раціях. Залежність кількості мікроорганізмів від 

концентрації міді описується гіперболічною 

кривою, оскільки з підвищенням її вмісту у се-

редовищі зменшувалася кількість мікроорганіз-

мів. Запропонований методологічний підхід до-

зволяє виділити мідь-резистентні мікроорганіз-

ми з природних екосистем для створення новіт-

ніх біотехнологій очищення промислових стіч-

них вод від розчинних сполук міді у надвисоких 

концентраціях. 
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THE RESISTANCE OF CHERNOZEM SOIL MICROORGANISMS TO SOLUBLE COPPER COMPOUNDS 

Аim. Determination of resistance of Ukrainian chernozem soil microorganisms to the influence of toxic copper(II). 

Methods. Content of copper-resistant microorganisms in chernozem was determined by counting colonies on a solid 

nutrient medium containing Cu(II). Resistance of microorganisms was determined by cultivation in the medium with 

concentration gradient of Сu2+. Results. Microorganisms resistant to toxic copper(II) by ultrahigh concentrations were 

shown to be present in chernozem soil. Microorganisms grew in the medium containing up to 500 mg/l Cu2+ (CuSO4 

solution) and up to 10000 mg/l Cu2+ (in complex with citrate). Chelation of copper(II) with citrate was found to lead to 

increase of microbial resistance in 20 times. It was determined that a vanishingly small number of microorganisms re-

sistant to toxic copper by ultrahigh concentrations can exist in a natural ecosystem. The number of viable microorgan-

isms decreases with the increase in the content of Cu2+ that is described by the hyperbolic curve. Conclusions. The pro-

posed methodological approach not only allows to isolate copper-resistant microorganisms from natural ecosystems of 

all geographic zones of the globe, but also avoid complex genetic transformations in order to obtain perspective geneti-

cally modified strains for further application in biotechnologies for purification of industrial wastewater.  

Keywords: copperresistant microorganisms, chernozem soil of Ukraine, diversified microbial community, environ-

mental biotechnologies. 
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