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Із водойм Язівського сіркового родовища (Прикарпаття, Україна) виділені бак-
терії, що здійснюють дисиміляційне відновлення сульфату. 12 культур виявилися 
резистентними до наявності у середовищі Cr (VI) в концентрації 1 мМ. За наявнос-
ті у середовищі 5 мМ Cr (VI) біомаса бактерій і вміст гідроген сульфіду знижували-
ся приблизно удвічі. За відсутності в середовищі сульфату бактерії використовують 
Cr (VI) як кінцевий акцептор електронів. За наявності у середовищі сульфату і Cr 
(VI) спостерігається відновлення останнього гідроген сульфідом. Cr (ІІI) у концен-
траціях 1–5 мМ не викликає помітної інгібувальної дії на сульфатвідновлювальну 
активність. Здатність виділених бактерій детоксикувати Cr (VI) шляхом його вико-
ристання як кінцевого акцептора електронів і відновлення за рахунок утворюваного 
ними гідроген сульфіду роблять їх перспективними у використанні для біоремедіа-
ції навколишнього середовища від сполук токсичного шестивалентного хрому. 

Ключові слова:	 шестивалентний хром, сульфатредукція, сульфатвідновлю-
вальні бактерії, гідроген сульфід, сульфат, біоремедіація.

ВСТУП
Важливою екологічною проблемою є забруднення довкілля сполуками важких 

металів, зокрема хрому. У невеликих кількостях цей елемент потрібен для живих 
організмів. Тривалентний хром бере участь у регуляції метаболізму глюкози і ліпі-
дів у ссавців, стабілізації третинної структури білків, підтриманні конформації РНК 
і ДНК [6]. За підвищених концентрацій шестивалентний хром виявляє токсичну, му-
тагенну та канцерогенну дію, пришвидшує процеси апоптозу [16, 27, 54]. Хром роз-
глядається як один із найнебезпечніших забруднювачів навколишнього середови-
ща [15, 54]. Сполуки хрому широко використовуються у різних галузях промисло-
вості (антикорозійні агенти, виробництво фунгіцидів, пігментів, фарб, дублення 
шкіри, специфічне оброблення деревини тощо) [5].

У природі найчастіше трапляються високотоксичні сполуки шестивалентного 
хрому (Cr (VI), і малорозчинні менш токсичні форми Cr (III) [25, 26]. Сполуки п’яти– 
(Cr (V), чотири– (Cr (IV) і двовалентного (Cr (IІ) хрому нестабільні й у природі трап­
ляються рідко [27].
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Токсична дія хрому (ІІІ) пов’язана з його здатністю заміщувати магній у ДНК-
полімеразі та в інших ферментах, зв’язуватися з PO4

3-–групами, реагувати з карбо-
нільними і сульфгідрильними групами ферментів, впливати на процеси реплікації 
і транскрипції [12, 40, 42, 49]. Cr (VI) може викликати перфорацію носової перего-
родки, астму, бронхіт, запалення легень і печінки, рак бронхів. При потраплянні 
сполук шестивалентного хрому на шкіру може виникати шкірна алергія, дермати-
ти, некроз тощо [22, 29].

Сполуки шестивалентного хрому у підвищених концентраціях пригнічують ріст 
мікроорганізмів. Описані резистентні до хрому мікроорганізми, виділені зі стічних 
вод [4, 7, 24, 31, 41, 55]. Стійкі до хрому бактерії та дріжджі отримані також експе-
риментально [4, 17]. Резистентність до хромату у мікроорганізмів пов’язують із по-
шкодженням системи транспорту сульфату, редукцією хромату і зі зниженням 
здатності поглинати хром [4, 47]. Одним із основних шляхів появи резистентних до 
хромату мікроорганізмів може бути відновлення Cr (VI) до Cr (III). Відновлювати 
шестивалентний хром можуть мікроорганізми, що належать до родів: Acinetobacter 
[19], Aerococcus [51], Aeromonas [51], Aspergillus [23], Bacillus [57], Corynebacterium 
[55], Deinococcus [20], Desulfomicrobium [8, 9], Desulfovibrio [13, 33], Enterobacter 
[21, 43, 56], Escherichia [14, 46], Microbacterium [38], Micrococcus [51], Ochrobactrum 
[19], Pseudomonas [10, 11, 32], Rhodobacter [36], Shewanella [35], Staphylococcus 
[44], Streptomyces [18], Vibrio [28] і Zoogloea [50]. Ефективно відновлюють Cr (VI)  
змішані культури сульфатвідновлювальних бактерій [48]. 

Важливу роль у відновній детоксикації Cr(VI) можуть відігравати позаклітинні 
редукуючі речовини, що виділяються мікроорганізмами, наприклад, гідроген суль-
фід [30].

Метою нашої роботи було дослідити здатність сульфатвідновлювальних бак-
терій відновлювати шестивалентний хром. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

Об’єктом досліджень були сульфатвідновлювальні бактерії, виділені з водойм 
Язівського сіркового родовища (Прикарпаття, Україна).

Для виділення сульфатвідновлювальних бактерій використовували середови-
ще Постгейта В [39] такого складу (г/л): калій дигідрофосфат – 0,5; амоній хло- 
рид – 1,0; кальцій сульфат дигідрат – 1,0 ; магній сульфат гептагідрат – 2,0; натрій 
лактат – 3,5; дріжджовий екстракт – 1,0; ферум сульфат гептагідратат – 0,5; кисло-
та аскорбінова – 1,0. Культури вирощували протягом 14 днів при 28°С в анаеро­
статах Genbox jars. Для поглинання кисню використовували генератори GENbox 
anaer (Франція).

В експериментах із дослідження впливу хрому на бактерії їх культивували у 
середовищі Постгейта С такого складу (г/л): калій дигідрофосфат – 0,5; амоній 
хлорид – 1,0; натрій сульфат – 4,5; кальцій хлорид гексагідрат – 0,06; магній суль-
фат гептагідрат – 0,06; натрій сульфат – 6; дріжджовий екстракт – 1; ферум суль-
фат гептагідрат – 0,004; натрій цитрат дигідрат – 0,3: рН середовища – 7,6 [39].  
Cr (VΙ) вносили у формі калій біхромату, Cr (ІІΙ) – хром (ІІІ) хлориду в концентраці-
ях 0,1 мМ, 0,5 мМ, 1 мМ, 5 мМ після стерилізації.

У дослідах із вивчення здатності сульфатвідновлювальних бактерій використо­
вувати Cr (VI) як кінцевий акцептор електронів зі середовища виключали іони .
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Бактерії культивували у пробірках об’ємом 20 мл. Для створення анаеробних 
умов пробірки заповнювали середовищем так, щоб у них не залишалося пухирців 
повітря. Середовище засівали суспензією бактерій у розрахунку не менше 2–3 мг 
клітин на 1 л середовища.

Біомасу визначали фотоелектроколориметрично (λ=340 нм, кювета з оптич-
ним шляхом 3 мм).

Вміст сульфатів визначали турбідиметрично після їх осадження барій хлори-
дом. У ролі стабілізатора суспензії використовували гліцерин [3].

Кількість гідроген сульфіду у культуральній рідині визначали фотометрично з 
використанням фотоелектроколориметра КФК-3 (λ=665 нм, кювета з оптичним 
шляхом 30 мм). Метод ґрунтується на взаємодії гідроген сульфіду з п-амінодиме­
тиланіліном з утворенням метиленової сині. Реакційна суміш мала такий склад: 
0,16 мМ розчин цитрату цинку – 10 мл; дистильованої води – 1,98 мл; розчину 
п-амінодиметиланіліну – 4 мл і 20 мкл досліджуваного розчину. Через 5 хв додава-
ли 1 мл хлориду феруму і фотометрували [52].

Вміст Cr (VI) у культуральній рідині визначали спектрофотометрично після 
осадження клітин центрифугуванням при 8000 об./хв протягом 20 хв. Метод ґрун-
тується на взаємодії Cr (VI) з дифенілкарбазидом у кислому середовищі з утворен-
ням комплексної сполуки, забарвленої в рожевий колір, з максимумом поглинання 
при 540 нм. Реакційна суміш мала такий склад: 1 мл культуральної рідини, 0,1 мл  
1 н розчину сульфатної кислоти, 0,1 мл 1% розчину дифенілкарбазиду в 96% ети-
ловому спирті [34]. Про відновлення Cr (VI) гідроген сульфідом до Cr (ІІI) судили на 
основі зменшення концентрації шестивалентного хрому.

Наявність Cr (ІІI) визначали після його окиснення гідроген пероксидом до Cr 
(VI) у лужному середовищі [1]. 

Статистичну обробку отриманих результатів проводили з використанням про-
грами „Microsoft Excel 2003”. Вибір тактики статистичної обробки і підготовку даних 
для аналізу здійснювали, базуючись на загальноприйнятих методах при рівні до-
стовірності Р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

Для виділення сульфатвідновлювальних бактерій використовували проби 
води, відібрані з водойм на території Язівського сіркового родовища. Проби висіва-
ли на чашки Петрі в розрахунку 100–150 колоній на чашку. Сульфатвідновлюваль-
ні бактерії відбирали на середовищі, що містило сіль двовалентного заліза. Утво-
рений ними гідроген сульфід при взаємодії з Fe (ІІ) утворює ферум (ІІ) сульфід, 
який надає колоніям чорного забарвлення. Для виділення чистих культур проводи-
ли багаторазові розсіви окремих колоній. Чистоту культур контролювали також мі-
кроскопічно. 

Відомо, що Cr (VI) у концентраціях 0,1–1 мМ суттєво пригнічує ріст бактерій 
різних таксономічних груп, а у концентрації 1 мМ і більше виявляє летальну дію на 
більшість із них. Хромрезистентні бактерії стійкі до концентрацій Cr (VI) 0,1–13 мМ 
[7, 31, 45]. Бактерії, що не втрачають життєдіяльності за концентрації Cr (VI) понад 
1 мМ, можуть знайти практичне застосування для очищення середовища від спо-
лук хрому.

Для селекції стійких до Cr (VI) штамів виділені сульфатвідновлювальні бактерії 
перевіряли на здатність рости за наявності у середовищі хрому (VI) в концентрації  
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1 мМ. Із відібраних 35 культур приблизно третина росли за наявності в середовищі 
1 мМ Cr (VI). Їхні біомаси у середовищі з Cr (VI) і без нього суттєво не відрізнялися 
(рис. 1, а–г), що свідчило про їхню стійкість до підвищених концентрацій шестива-
лентного хрому.

Cr (VI) у концентрації до 5 мМ пригнічував ріст бактерій і утворення ними гід-
роген сульфіду більше, ніж у два рази (рис. 1, а і д), а за концентрації хрому 10 мМ 
бактерії не росли.

Для сульфатвідновлювальних бактерій пріоритетним акцептором електро- 
нів при окисненні органічних сполук слугує сульфат. Відомо [37], що за наявності  

Рис. 1.	 Використання сульфату (-■-), нагро-
мадження біомаси (-♦-) і утворення 
гідроген сульфіду (-▲-) сульфатвід-
новлювальними бактеріями у середо-
вищі з різною концентрацією Сr (VI):  
а – контроль; б – 0,1 мМ; в – 0,5 мМ;  
г – 1 мМ; д – 5 мМ

Fig. 1.	 Consumption of sulfate (-■-), accumula-
tion of biomass (-♦-) and hydrogen sul-
fide production (-▲-) by the sulfate-reduc-
ing bacteria in media with different Сr (VI) 
concentrations: а – control; б – 0.1 mM;  
в – 0.5 mM; г – 1 mM; д – 5 mM
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у середовищі  і Cr (VI) сульфат конкурентно інгібує транспорт хрому в клітину.  
У нашому випадку, незважаючи на наявність у середовищі обидвох акцепторів 
електронів, шестивалентний хром практично повністю відновлюється, що обумов-
лено його взаємодією з гідроген сульфідом, який виділяється бактеріями у проце-
сі дисиміляційної сульфатредукції. Це підтверджують досліди, у яких бактерії ви-
рощували з різними концентраціями Cr (VI) (рис. 1, таблиця). Cr (VI) у концентрації 
0,1–1 мМ практично не виявляв пригнічуючої дії на ріст бактерій. При збільшенні 
його концентрації у середовищі до 5 мМ спостерігалося пригнічення росту бактерій 
і сульфатредукції, що, у свою чергу, призводить до зниження вмісту гідроген суль-
фіду, і відновлення шестивалентного хрому відбувається лише частково. 

Зміна концентрації Cr (VI) при культивуванні хромрезистентних сульфатвідновлю-
вальних бактерій у середовищі зі шестивалентним хромом і сульфатом 

Changes of Cr (VI) concentration during the cultivation of chromium-resistant sulfate-
reducing bacteria in the medium with Cr (VI) and sulfate

Вихідна концентрація  
Cr (VI), мМ

Залишкова концентрація  
Cr (VI), мМ Відновлення Cr (VI), %

0,1 0,003 97
0,5 0,02 96
1,0 0,02 98
5,0 3,15 37

Мікроорганізми здатні використовувати іони важких металів зі змінною валент-
ністю як акцептори електронів. При цьому відбувається їхнє відновлення і перетво-
рення до менш токсичних форм. Такий шлях детоксикації описаний для Cr (VI),  
U (VI), Fe (III) i Mn (IV) [53]. 

У подальших експериментах дослідили здатність сульфатвідновлювальних 
бактерій рости в середовищі з Cr (VI) за відсутності сульфату, що давало можли-
вість з’ясувати, чи можуть ці бактерії використовувати шестивалентний хром як кін-
цевий акцептор електронів при окисненні органічних речовин. Виявилося (рис. 2), 
що за наявності у середовищі лише Cr (VI) ріст бактерій суттєво не відрізняється від 
того показника, коли бактерії вирощували у середовищі зі сульфатом (рис. 1, а).

Сульфатвідновлювальні бактерії повільно ростуть у середовищі зі сульфатом, 
нагромаджуючи відносно невелику біомасу, що становить 3,0–3,5 г/л. Такого ж рів-
ня біомаса сягає у середовищі, в якому єдиним акцептором електронів є шестива-
лентний хром у концентрації 0,1–1 мМ (рис. 2). За концентрації Cr (VI) 5 мМ біома-
са культури сягала  максимального рівня, але в середовищі ще можна було вияви-
ти велику кількість шестивалентного хрому, що, очевидно, пов’язано з переходом 
культури у стаціонарну фазу росту із різким сповільненням окисно-відновних реак-
цій, а отже, і зниженням потреби в акцепторі електронів, яким у даному випадку є 
Cr (VI). Подібні закономірності спостерігаються і при рості сульфатвідновлюваль-
них бактерій у середовищі зі сульфатом – природним акцептором електронів [2].

На рис. 3 показаний ріст сульфатвідновлювальних бактерій у присутності Cr 
(ІІI). Вони показують, що тривалентний хром у концентрації 1–5 мМ не пригнічує 
ріст бактерій та їхню сульфатвідновлювальну активність.
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Рис. 2.	 Зміни концентрації хрому (VI) (-▲-) і нагромадження біомаси (-■-) сульфатвідновлювальними 
бактеріями у середовищі без сульфату з різною концентрацією Сr (VI): а – 0,1 мМ; б – 0,5 мМ; 
в – 1 мМ; г – 5 мМ

Fig. 2.	 Changes of chromium (VI) concentration (-▲-) and biomass (-■-) accumulation by the sulfate-reduc-
ing bacteria in the media without sulfate with different Cr (VI) concentrations: а – 0.1 mM; б – 0.5 mM; 
в – 1 mM; г – 5 mM

 

Рис. 3.	Використання сульфату (-■-), нагромадження біомаси (-♦-) і утворення сульфіду (-▲-) сульфат-
відновлювальними бактеріями у середовищі з різними концентраціями Сr (III): а – без хрому;  
б – 1 мМ; в – 2 мМ; г – 5 мМ

Fig. 3.	 Consumption of sulfate (-■-), accumulation of biomass (-♦-) and hydrogen sulfide production (-▲-)  
by the sulfate-reducing bacteria in media with different Сr (III) concentrations: а – without; б –1 mM; 
в – 2 mM; г – 5 mM
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Якісна реакція на Cr (ІІI) показала, що у процесі культивування бактерій з Cr 
(VI) у середовищі нагромаджується тривалентний хром, чим підтверджується той 
факт, що у сульфатвідновлювальних бактерій детоксикація шестивалентного хро-
му відбувається шляхом його відновлення до менш токсичної форми.
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Bacteria performing dissimilatory sulfate reduction were isolated from Yaziv sulfur 
deposit wells. 12 cultures were resistant to the presence of 1 mM Cr (VI) in the medium. 
Addition of 5 mM Cr (VI) lead to the near two-fold biomass and hydrogen sulfide content 
decrease. At the absence of sulfate in the medium bacteria use Cr (VI) as the final elec-
tron acceptor. At the presence of sulfate and Cr (VI) in the medium the content of the 
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latter decreased due to its reduction by hydrogen sulfide. Cr (ІІI) at concentrations 1–5 
mM doesn’t does not have considerable inhibitory effect on the sulfate-reducing activity. 
The ability of the isolated sulfate-reducing bacteria to detoxify Cr (VI) by its usage as the 
final electron acceptor and its reduction by hydrogen sulfide, produced by bacteria, make 
them perspective in the environment bioremediation from toxic Cr (VI) compounds.

Key words: Cr (VI), sulfate reduction, sulfate-reducing bacteria, hydrogen sulfide, 
sulfate, bioremediation.

ВОССТАНОВЛЕНИЕ СОЕДИНЕНИЙ ШЕСТИВАЛЕНТНОГО ХРОМА 
СУЛЬФАТВОССТАНАВЛИВАЮЩИМИ БАКТЕРИЯМИ
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Из водоемов Язовского серного месторождения (Прикарпатье, Украина) 
выделены бактерии, осуществляющие диссимиляционное восстановление суль-
фата. 12 культур оказались резистентными к шестивалентному хрому в концен-
трации 1 мМ. При отсутствии в среде сульфата бактерии используют Cr (VI) в ка-
честве акцептора электронов. При наличии в среде сульфата и Cr (VI) наблюдает-
ся восстановление последнего гидроген сульфидом до Cr (ІІI), который в концен-
трации 1–5 мМ практически не влияет на рост и диссимиляционную сульфатре-
дукцию. Способность интенсивно восстанавливать Cr (VI), превращая его в мало-
токсичную форму, открывает перспективы использовать выделенные бактерии 
для очистки окружающей среды от соединений шестивалентного хрома.

Ключевые слова:	 хром шестивалентный, сульфатредукция, сульфатвос­
станавливающие бактерии, гидроген сульфид, сульфат, 
биоремедиация.
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