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Аннотация

Поиск микроорганизмов, аккумулирующих и трансформирующих тяжелыe металлы
из окружающей среды, является актуальной задачей биотехнологии. В настоящей ра-
боте предложен экспрессный электрохимический метод мониторинга накопления тя-
желых металлов микроорганизмами на поверхности углеродных электродов.

В качестве модели исследовали микромицет Trichoderma viride, культивируемый
в среде с повышенным содержанием ионов меди. Биомасса клеток генерировала ток
окисления металлической меди, величина которого пропорциональна концентрации
ионов меди в среде. Результаты показывают, что Trichoderma viride аккумулирует ионы
меди, предположительно, с образованием наночастиц меди на поверхности микроорга-
низма.

Ключевые слова: почвенные микроорганизмы, тяжелые металлы, биотрансфор-
мация, электрохимический анализ.

Введение

Одним из источников загрязнения водоемов и почв, нарушающего рост и
развитие гидробионтов и сельскохозяйственных культур, являются сточные
воды, содержащие разбавленные растворы тяжелых металлов [1–6]. По токсич-
ности эти металлы составляют последовательность такого вида: ртуть, серебро,
медь, кадмий, цинк, свинец, хром, никель, кобальт, где ртуть является наиболее
токсичным металлом [1]. Для сорбции и выделения металлов и их соединений
из стоков перспективно применять микробиологические методы очистки [7–15].
Проводимая в настоящее время очистка стоков от тяжелых металлов химиче-
скими, физическими, а также электрохимическими способами дорога, трудоемка
и не всегда обеспечивает высокую степень очистки [1]. Несмотря на то что
микробиологическая детоксикация отдельных металлов и их соединений дос-
таточно изучена, ведется постоянный поиск новых микроорганизмов для био-
логической очистки сточных вод и почвы [7–10].

В настоящей работе предложен эффективный электрохимический метод
оценки накопления тяжелых металлов микроорганизмами. Для извлечения ме-
таллов из растворов могут быть использованы представители различных таксо-
номических групп [7]. В качестве объекта исследования нами выбран микро-
мицет Trichoderma viride – супрессор, играющий важную роль в формировании
микробиоценозов почвы и ризосферы [16].
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1. Экспериментальная часть

В работе использовали многостенные углеродные нанотрубки (УНТ) диа-
метром 3–10 нм и длиной 0.1–10 мкм производства Sigma-Aldrich. Другие реа-
генты имели квалификацию не ниже ЧДА (чистый для анализа).

Микромицет культивировали в среде Чапека – Докса в течение 7 дней в тер-
мостате при 37 °С в присутствии ионов меди(II) в концентрации 25, 50, 125 мг/л,
эквивалентной одному, двум и пяти значениям ПДК меди в водных образцах.
Далее мицелий собирали, отмывали водой, обрабатывали ультразвуком для
получения однородной суспензии и снова промывали в дистиллированной воде.
Массовую концентрацию клеток в суспензии определяли путем взвешивания
высушенной биомассы.

Электрохимические измерения проводили с помощью модульного потен-
циостата/гальваностата AUTOLAB PGSTAT12 (EcoChemie) в режиме квадратно-
волновой вольтамперометрии. Электрохимическая ячейка состояла из рабочего
дискового стеклоуглеродного электрода (СУЭ) или СУЭ, модифицированного
углеродными нанотрубками, никелевого противоэлектрода и хлоридсеребряного
электрода сравнения. В качестве фонового электролита использовали 0.01 M
CH3COONa + 0.1 M NaCl (pH 5.0). СУЭ модифицировали УНТ путем форми-
рования однородного слоя на рабочей поверхности электрода [17, 18].

Аликвоту суспензии клеток наносили на поверхность СУЭ или СУЭ-УНТ,
высушивали и далее записывали анодные вольтамперограммы в отсутствие
клеток в поддерживаемом электролите. Для получения наночастиц меди элек-
трохимическим способом электрод погружали в 3 мМ раствор медного купороса.
Далее ионы меди восстанавливали при потенциале –0.7 В с образованием метал-
лической меди, ток окисления которой использовали в качестве сигнала. Полу-
ченные наночастицы меди визуализировали на атомно-силовом микроскопе
ИНТЕГРА Прима (NT-MDT) с использованием сканера 50 мкм с емкостными
датчиками, стандартных кремниевых кантилеверов NSGO3 с радиусом кривизны
10 нм.

Для элементного анализа мицелия Trichoderma viride использовали масс-
спектрометр с индуктивно-связанной плазмой Elan DRC ІІ (PerkinElmer). Об-
разцы мицелия предварительно высушивали. Навеску сухого мицелия (80 мг)
растворяли в 5 мл концентрированной HNO3. Образцы объемом 50 мкл анализи-
ровали в масс-спектрометре на наличие атомарной меди. Относительное стан-
дартное отклонение рассчитано для четырех повторных измерений.

2. Результаты и их обсуждение

До изучения накопления меди микромицетами Trichoderma viride мы иссле-
довали электрохимические свойства наночастиц меди, полученных электрохи-
мическим способом, на углеродных электродах. Для детектирования меди мы
использовали немодифицированный СУЭ или СУЭ, модифицированный УНТ.
Ранее нами было показано, что СУЭ-УНТ обладают большой площадью по-
верхности и эффективно катализируют редокс-реакции с участием различных
соединений [17, 18].
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Рис. 1. Топографическое АСМ-изображение поверхности стеклоуглеродного электрода,
покрытого электроосажденными наночастицами меди
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Рис. 2. Квадратно-волновая вольтамперограмма окисления мицелия Trichoderma viride,
культивируемого в присутствии ионов меди(II) (пятикратное превышение ПДК) на
стеклоуглеродном электроде, модифицированном углеродными нанотрубками

Для получения наночастиц меди электрод погружали в электрохимическую
ячейку, содержащую ионы Сu(II), которые восстанавливали при контролируе-
мом потенциале до металлической меди, осаждаемой на электроде в виде нано-
частиц. Морфологию образующихся наночастиц оценивали с помощью атомно-
силовой микроскопии. На рис. 1 показано топографическое АСМ-изображение
поверхности СУЭ с осажденными наночастицами меди, имеющими сфериче-
скую форму, размером около 200–300 нм.

Далее мы исследовали электрохимические свойства мицелия Trichoderma
viride, выращенного в среде с различным содержанием ионов Cu(II), методом
квадратно-волновой вольтамперометрии. С помощью СУЭ-УНТ получена вольт-
амперограмма окисления мицелия, выращенного в среде с содержанием меди
(двукратное превышение предельно допустимой концентрации (ПДК)) (рис. 2).
Вольтамперограмма содержит пик окисления при потенциале –0.1 В, не на-
блюдаемый в случае контрольного мицелия, культивируемого без добавления
меди. Потенциал этого пика близок к потенциалу  окисления  наночастиц  меди
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Рис. 3. Величина тока окисления меди в мицелии Trichoderma viride, культивируемого
в присутствии ионов меди(II), после адсорбции на стеклоуглеродном электроде, моди-
фицированном углеродными нанотрубками

на СУЭ, что указывает на образование восстановленной формы меди в составе
мицелия в процессе его культивирования в присутствии ионов Cu(II). Результаты
показывают возможность прямого чувствительного детектирования аккумули-
руемой микромицетом меди, что, вероятно, объясняется высокой проникающей
способностью и каталитической активностью УНТ [17, 18].

На рис. 3 представлены величины токов окисления меди в мицелии, выра-
щенном в среде с различной концентрацией ионов Cu(II). Электрохимический
сигнал увеличивается с увеличением содержания меди в среде культивирова-
ния (рис. 3). Аккумуляция меди микромицетами в условиях эксперимента под-
тверждена с помощью элементного анализа, выполненного методом масс-
спектрометрии с индуктивно связанной плазмой. В образцах микромицета, вы-
ращенных в среде с концентрацией меди 25, 50, 125 мг/л (соответствует одно-,
двух- и пятикратному превышению ПДК), медь обнаружена в концентрации
0.377 ± 0.00027, 0.284 ± 0.0038 и 0.351 ± 0.00025 мг/л соответственно.

Результаты проведенного исследования показывают, что в процессе жиз-
недеятельности Trichoderma viride способен аккумулировать ионы меди с обра-
зованием восстановленных форм металла. Предполагаем, что восстановленная
медь осаждается на поверхности или в составе клеточной стенки микромицета,
что позволяет проводить ее детектирование с помощью электрода на основе
углеродных нанотрубок. Разработанный способ анализа микроорганизмов де-
монстрирует хорошую воспроизводимость и может быть использован для изу-
чения взаимодействия тяжелых металлов с микроорганизмами.

Summary

I.I. Shakhmaeva, О.V. Bondar, D.I. Tazetdinova, F.K. Аlimova, I.S. Gazizov, M.V. Moro-
zov, A.Kh. Gilmutdinov, Т.I. Аbdullin. Study of Copper Accumulation by Micromycetes
Trichoderma viride.

Screening of microorganisms which accumulate and transform heavy metals from the
environment is a relevant problem of biotechnology. In this study we proposed a rapid elec-
trochemical method for detection of heavy metal accumulation in microorganisms using car-
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bon electrodes. We studied micromycete Trichoderma viride as a model microorganism
which was cultured in the presence of copper ion. Micromycete biomass generated copper
oxidation current which was proportional to copper ion concentration in the medium. Our
results show that Trichoderma viride accumulates copper ions probably in the form of copper
nanoparticles deposited on the surface of the microorganism.

Key words: soil microorganisms, heavy metals, biotransformation, electrochemical
analysis.
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