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ВВЕДЕНИЕ
Биогеохимические циклы микроэлементов 

в природных и антропогенных биокосных си-
стемах (почвах, грунтах, илах, биофильмах и др.) 
определяются составом и свойствами отдельных 
минеральных, органических и биотических ком-
понентов таких систем, а также сложными взаи-
модействиями между ними. 

Высокая скорость размножения (деление 
каждые 20–30 мин) и большое соотношение 
площади поверхности клеток к их объему делает 
микроорганизмы определяющими участниками 
биогеохимических циклов элементов (Добро-
вольский, 2001). Основными процессами взаи-
модействия микроорганизмов с микроэлемен-
тами, имеющими биогеохимическое значение 
являются:

– биосорбция и биоаккумуляция;
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– биотрансформация соединений;
– секреция микроорганизмами органических 

и неорганических метаболитов, изменяющих 
подвижность элементов;

– разложение микроорганизмами комплекс-
ных соединений микроэлементов и органиче-
ских соединений;

– модификация микроорганизмами и их ме-
таболитами минеральных и органических ком-
понентов и изменение физико-химических 
условий, изменяющих формы нахождения, под-
вижность и биологическую доступность микро-
элементов в биокосных системах (Tabak et al., 
2005; Переломов и др., 2013; Переломов, Чулин, 
2014).

Под биосорбцией понимают связывание ме-
таллов на поверхности бактериальных клеток, 
которое происходит в основном по механизмам 



274

ГЕОХИМИЯ          №3       2019

ПЕРЕЛОМОВ и др.

ионного обмена, хелатообразования и адсорб-
ции (White et al., 1995). Протекание биосорбци-
онных процессов определятся как поверхност-
ными свойствами клеточных оболочек (заряд, 
количество и ориентация металл-связывающих 
центров), так и формами химических соедине-
ний металлов в жидкой фазе. Грамположитель-
ные бактерии имеют бόльшую сорбционную 
емкость, благодаря толстому пептидогликано-
вому слою их клеточной оболочки, содержаще-
му большое количество функциональных групп 
(Beveridge 1989; Beveridge et al., 1997). Кривые 
титрования бактерий, дрожжей и грибов, так 
же как и изолированных клеточных стенок 
бактерий и бактериальных полимерных соеди-
нений,  – в основном ровные, без резких пере-
гибов, что показывает наличие множества раз-
личных лигандов на их поверхности (Chen et al., 
1995; Weppen, Hornburg, 1995).

Глинистые минералы являются основопола-
гающими компонентами большинства биокос-
ных систем, в первую очередь – почв, и в зна-
чительной степени контролируют подвижность 
и биологическую доступность соединений эле-
ментов в наземных экосистемах. 

Сорбционная емкость глинистых минералов 
определяется их структурой и дисперсностью. 
У трехслойных минералов с расширяющей-
ся кристаллической решеткой она больше, чем 
у двухслойных (Глазовская, 1997).

Причинами, обусловливающими способ-
ность глинистых минералов к катионному обме-
ну, могут являться: 

1 – плоские дефекты кристаллических струк-
тур – нарушение связей на краях алюмокрем-
ниевых групп, вызывающее увеличение числа 
нескомпенсированных зарядов, которые урав-
новешиваются адсорбированными катионами;

2 – точечные и линейные дефекты кристал-
лов (дислокации); примером точечного дефекта 
являются замещения внутри структуры четы-
рехвалентного кремния в тетраэдрических слоях 
алюминием и трехвалентного алюминия в окта-
эдрических слоях катионами низшей валентно-
сти, обычно магнием, вызывающие появление 
нескомпенсированных отрицательных зарядов 
в структурной ячейке некоторых глинистых ми-
нералов;

3 – замещение обменного водорода на по-
верхности минерала на катионы (Переломов 
и др., 2017).

Сорбционные свойства глинистых минералов 
не могут быть обусловлены только одной из рас-
сматриваемых причин, они являются следстви-
ем всех трех, с большим или меньшим преоб-
ладанием одной из них, однако основной вклад 
в формирование сорбционной емкости глини-
стых минералов вносит нарушение связей кри-
сталлической решетки.

Особенности кристаллохимического стро-
ения бентонита, относящегося к трехслойным 
минералам, обуславливают наличие на его по-
верхности большого количества ионообменных 
катионов, достаточно сильно влияющих на фи-
зико-химические свойства минерала. Его трех-
слойный пакет имеет отрицательный заряд, 
обусловленный замещением трехвалентных эле-
ментов (Al, Fe) в октаэдрическом слое на двухва-
лентные элементы (Мg, Fe) или четырехвалент-
ного Si на трехвалентный Аl в тетраэдрическом 
слое. Благодаря отрицательному заряду, на по-
верхности пакета располагаются положитель-
ные одно-, двух- и трехвалентные катионы (Na, 
K, Ca, Mg и Fe), которые способны замещаться 
катионами микроэлементов.

Однако в реальных биокосных системах пове-
дение микроэлементов определяется не столько 
отдельными компонентами этих систем, сколь-
ко продуктами их взаимодействия. Это могут 
быть как агрегаты, возникающие в результате их 
прямого физического взаимодействия, так и хи-
мически или биологически модифицированные 
поверхности этих компонентов. 

Так, микроорганизмы оказывают значи-
тельное влияние на минералы, модифицируя 
их поверхность, участвуя в агрегации, выветри-
вании или, наоборот, внося вклад в осаждение 
и формирование новых минералов (Konhauser, 
Urrutia, 1999). В свою очередь минералы мо-
гут оказывать влияние на микробиологическую 
активность, причем как напрямую, так и опос-
редованно (Stotzky, 1986). Прямое воздействие 
сводится к непосредственному физическому 
взаимодействию поверхностей минералов и ми-
кроорганизмов. Опосредованное воздействие 
заключается в изменении минералами микро-
среды обитания микроорганизмов, например 
в адсорбции микробных метаболитов и загряз-
нителей (Переломов и др., 2013), которые могут 
негативно влиять на жизнедеятельность микро-
биоты, а также в поддержании минералами оп-
тимального уровня кислотности, влажности, 
питательных веществ и т.д. (Novitzky, 1986; van 
Loosdrecht et al., 1990).
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 ПОГЛОЩЕНИЕ МИКРОЭЛЕМЕНТОВ БЕНТОНИТОМ

В данной работе мы изучили влияние живых 
и разрушенных клеток микроорганизмов на по-
глощение свинца и меди бентонитом при опре-
деленных условиях эксперимента.

МЕТОДИКА
Для эксперимента был использован кальцие-

вый бентонит из месторождения на территории 
Баварии, ФРГ (Usman et al., 2004). Содержание 
в бентоните монтмориллонита около 70%. Хи-
мический (оксидный) состав представлен SiO2 – 
48.5%, Al2O3 – 18.1%, TiO2 – 0.24, Fe2O3 – 6.0%, 
MgO – 4.9%, CaO – 4.3%, Na2O – 4.0%, K2O – 
1.7%, MnO2 – 0.05%. Показатель адсорбции и ем-
кость катионного обмена, определенные по ад-
сорбции метиленового голубого согласно ГОСТ 
21283-93, составили 340 мг/г и 106 мг-экв/100 г 
соответственно; рН водной вытяжки – 10.2.

В качестве микробной биомассы был выбран 
штамм распространенных грамположительных 
бактерий Bacillus subtilis. Для получения био-
массы микроорганизмов использовалась жид-
кая питательная Литическая среда (LB среда), 
содержащая 10 г бактотриптона, 5 г дрожжевого 
экстракта, 5 г NaCl, растворенных в 1 л деиони-
зованной воды. Окончательная величина рН LB 
среды была доведена до 7 с помощью 5М NaOH 
и стерилизована автоклавированием. После за-
ражения LB среды в конических колбах бактерии 
культивировались в течение ночи при 37°С на 
качалке. По окончании культивирования клетки 
осаждали центрифугированием при 6000 обо-
ротах в минуту в течение 10 минут и питатель-
ная среда декантирована. Затем клетки трижды 
промывали стерильным физиологическим рас-
твором с последующим центрифугированием. 
Полученный в результате осадок клеток был 
суспендирован в 0.02 М KNO3 (рН 5) для сорб-
ционных экспериментов. Оптическая плотность 
бактериальных суспензий была определена фо-
тометрически (Методы общей бактериологии, 
1983) на спектрофотометре Shimadzu UV-160 A 
(Япония). Для контроля концентраций клеток 
на разных этапах эксперимента были проведены 
контрольные высевы бактерий на агаризирован-
ной среде для точного определения КОЕ (коло-
ниеобразующей единицы) микроорганизмов. 
Разрушение бактериальных клеток проводили 
ультразвуком в течение 5 циклов по 30 секунд 
при частоте 50 кГц (с перерывом в одну минуту). 

Для расчета биомассы бактерий на основе оп-
тической плотности была использована форму-
ла (Методы общей бактериологии, 1983):

W = 9929(1–√0.07347A660),
где W – биомасса микроорганизмов (микро-
грамм на миллилитр), A660 – оптическая плот-
ность бактериальной суспензии при длине вол-
ны 660 нм.

В ходе эксперимента была изучена адсорбция 
меди и свинца, взятых в форме нитратов каль-
циевым бентонитом, бентонитом в присутствии 
живых клеток бактерий Bacillus subtilis, бентони-
том в присутствии остатков микроорганизмов, 
полученных после автоклавирования, а также 
биосорбция указанных микроэлементов живы-
ми и разрушенными клетками. Концентрация 
исходных растворов Pb(NO3)2 и Cu(NO3)2 для 
эксперимента составляла 1 мМ. Соответствую-
щие количества исходных растворов были добав-
лены в экспериментальные сосуды с суспензией 
бактерий с известной оптической плотностью 
для получения растворов с концентрацией 25, 
50, 100, 150, 200 и 250 мкM. Эксперимент по 
биосорбции проводился при рН сорбционного 
раствора 4, 5 и 6. Величина рН раствора была 
доведена до требующихся величин добавлением 
микроколичеств концентрированных KOH или 
HNO3. Эксперименты в присутствии бентони-
та выполнены при соотношении твердая фаза : 
жидкая фаза равном 1 : 200 (0,1 г минерала : 
20 мл экспериментального раствора), постоян-
ной ионной силе раствора (в среде 0.02 М KNO3) 
и рН = 5.0. 

Суспензии интенсивно встряхивали в течение 
3 часов на электрических качалках со средней 
скоростью. По окончании эксперимента жид-
кую и твердую фазы разделяли центрифугирова-
нием при 10 000 оборотах в минуту в течение 15 
минут. Количество адсорбированных металлов 
рассчитывали как разность между их содержани-
ем в исходном и равновесном растворах. Опре-
деление концентраций металлов производили 
методом атомно-абсорбционной спектрофото-
метрии с пламенной (Cu) и электротермической 
(Pb) атомизацией проб.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Биосорбция Pb и Cu живыми

 и разрушенными клетками Bacillus subtilis
при различных рН

Beveridge и Murray (1980) предложили для 
Bacillus subtilis двухступенчатый механизм вза-
имодействия катионов микроэлементов с по-
верхностью бактериальных клеток. На первой 
ступени происходит электростатическое взаи-
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модействие ионов металлов с функциональны-
ми группами на поверхности клеточной оболоч-
ки. На втором этапе присоединенные металлы 
выступают в качестве точек дальнейшего осаж-
дения элементов и инициации роста агрегатов. 
При кратковременном взаимодействии и низ-
ких концентрациях микроэлементов в растворе 
реализуется преимущественно только первый 
сценарий. 

Кислотность среды является одним из ос-
новных факторов, определяющих биосорбцию 
элементов (Переломов и др., 2013). Предполагая 
сходство между минеральными и биологически-
ми поверхностями, можно утверждать, что с уве-
личением рН происходит депротонизация функ-
циональных групп клеточных оболочек, что 
способствует связыванию катионов и проявля-
ется в общей тенденции увеличения адсорбции 
с ростом рН. Для большинства поверхностей 
бактериальных клеток изоэлектрические точки 
(смена суммарного положительного заряда на 
отрицательный) находятся в интервале между 

рН 2 и рН 4 (Beveridge, Koval, 1981). Таким об-
разом, в условиях нашего эксперимента поверх-
ность как бентонита, так и живых клеток и их 
обломков были заряжены отрицательно и обе-
спечивали электростатическое взаимодействие 
с катионами металлов.

Биосорбция зависит от возраста клеток, а так-
же от того, живые клетки или мертвые. Емкость 
биосорбции мертвых клеток может быть больше, 
равной или меньше, чем живых клеток (Пере-
ломов, 2013). Способ обработки биомассы при 
получении мертвых клеток также имеет большое 
значение для биосорбции (Brady, Tobin, 1994). 
В связи с различными условиями проводимых 
экспериментов литературные данные о величи-
нах биосорбции значительно различаются.

Полученные нами данные о биосорбции ка-
тионов свинца и меди живыми и разрушенными 
бактериальными клетками при различных зна-
чениях рН, отражены на рис. 1 и 2.

Рис. 1. Биосорбция Pb живыми (а) и разрушенными клетками (б) при рН 4–6 (мМ/г сухой биомассы).
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При рН 4 сорбционного раствора мы не на-
блюдали биосорбции меди живыми и разру-
шенными клетками, а биосорбция свинца про-
исходила при внесении доз элемента 100 мкМ 
и выше. Очевидно, в данных условиях кислая 
среда не позволяла катионам микроэлементов 
конкурировать с протонами за сорбционные 
центры. Максимальная биосорбция свинца жи-
выми клетками достигала 0.5 мМ/г при рН 5 
и 0.72 мМ/г при рН 6 (рис. 1а). При рН 4 и рН 5 
поглощение свинца живыми и разрушенными 
клетками практически не различалось, но при 
рН 6 биосорбция элемента обломками клеток 
превосходила их поглощение живыми клетками 
и достигала при максимальных концентрациях 
свинца в растворе 0.81 мМ/г (рис. 1б). Факты 
большей сорбционной емкости мертвых клеток 
подтверждаются литературными данными (Li et 
al., 2010; Huang et al., 2013 и др.). Очевидно, что 
при разрушении клеток в сорбционный процесс 
включаются как внутренние части клеточных 
оболочек, так и некоторые внутриклеточные 
структуры. За счет этого происходит увеличе-

ние количества и разнообразия функциональ-
ных групп и сорбционных центров, задейство-
ванных в поглощении микроэлементов (Fu, 
Viraraghavan, 2002; Li et al., 2010).

Биосорбция меди живыми клетками при 
максимальном внесении элемента в раствор 
была ниже, чем биосорбция свинца и достигала 
0.34 при рН 5 и 0.52 мМ/г при рН 6. Биосорбция 
разрушенными клетками превышает поглоще-
ние меди живыми клетками при рН 5 и рН 6 
во всем диапазоне вносимых концентраций 
элемента и достигала максимума — 0.71 мМ/г 
при рН 6 и набольшей концентрации элемента 
в растворе.

Поглощение свинца и меди бентонитом 
и бентонитом в присутствии живых 

и разрушенных клеток

Поглощение свинца и меди кальциевым бен-
тонитом в диапазоне концентраций 25–250 мкМ 
при рН 5 изображено на рис. 3. Сравнение ве-
личин адсорбции Pb и Сu бентонитом, а также 

Рис. 2. Биосорбция Cu живыми (а) и разрушенными клетками (б) при рН 4–6 (мМ/г сухой биомассы).
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живыми и разрушенными клетками (рис. 1 и 2) 
свидетельствует о том, что биологический ма-
териал является более эффективным сорбентом 
(на порядок и более). Поглощение микроэле-
ментов снижается в ряду:

Pb: живые клетки > обломки клеток > бентонит
Cu: обломки клеток > живые клетки > бентонит.
Результаты нашего эксперимента подтверж-

даются литературными данными. Так, сравни-
тельное изучение поглощения Cd различными 
почвенными компонентами, в том числе бакте-
риями, и их смесями, проведенное Kurek с со-
авторами (1982), показало, что микроорганизмы 
обладают максимальной удельной емкостью по-
глощения элемента. Бактерии поглощали наи-
большее количество Cd и в другом исследовании 
Kurek с соавторами (1996), где сравнивалась им-
мобилизация Cd такими почвенными компо-
нентами, как монтмориллонит, гуминовые кис-
лоты, живые и мертвые клетки Arthrobacter sp., 
выделенные из почвы.

Специальные многокомпонентные системы 
(Partitioning in Geobiochemical Systems, PIGS) 
были использованы для сравнения поглощения 
металлов различными почвенными компонен-
тами: бактериями, грибами, торфом, глинами 
и оксидом алюминия в присутствии и отсутствии 
фульвокислот (Ledin et al., 1996). Результаты по-
казали, что даже тогда, когда микроорганизмы 
присутствовали в небольших количествах в со-
ставе твёрдой фазы, они вносили значительный 
вклад в поглощение металлов.

Calmano с соавторами (1988) в специальном 
многокамерном устройстве, камеры которого 
были разделены друг от друга фильтрами, изучи-
ли сорбцию и десорбцию металлов различными 

компонентами седиментов. В этой системе было 
проанализировано конкурентное поглощение 
Cu, Cd и Zn между клеточными стенками водо-
росли Scenedesmus quadricauda, бентонитом, ок-
сидом алюминия, оксидом марганца, кварцем 
и гетитом. Количество указанных компонентов 
моделировало усредненный состав седиментов. 
Исследования показали, что наибольшим срод-
ством к кадмию обладают клеточные стенки 
водоросли. После некоторого времени в систе-
му добавили соль для моделирования условий 
морской воды. При этом кадмий был ремоби-
лизован из всех компонентов седиментов. Ана-
логичное поведение наблюдалось и для цинка, 
за исключением варианта с бентонитом. Медь 
была прочно связана бентонитом и также не де-
сорбировалась с поверхности клеточных стенок.

Мы исследовали поглощение свинца и меди 
бентонитом также в присутствии живых и разру-
шенных клеток бактерий при исходной величи-
не рН 5 сорбционного раствора (рис. 4, 5). Для 
изучения аддитивности поглощения микроэле-
ментов в данной биоминеральной системе мы 
просуммировали поглощение микроэлементов 
отдельными компонентами – минералом и клет-
ками, а также минералом и обломками клеток на 
основе ранее полученных данных. При рассче-
тах биосорбция отдельными клетками и их об-
ломками и биосорбция клетками и обломками 
в присутствии бентонита были выровнены на 
основе показателей оптической плотности и их 
пересчета на биомассу.

Установлено, что в присутствии живых и раз-
рушенных клеток микроорганизмов поглощение 
микроэлементов из сорбционного раствора зна-
чительно возрастает. Для свинца максимальное 
поглощение наблюдается в системе, состоящей

Рис. 3. Поглощение Pb и Cu кальциевым бентонитом при рН 5 (мМ/кг).
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из бентонита и живых клеток (рис. 4). При кон-
центрациях раствора 25–100 мкМ значения по-
глощения в присутствии клеток и их обломков 
близки, но при более высоких концентрациях 
аккумулирование в присутствии клеток суще-
ственно больше. Это происходит, несмотря на 
тенденцию к большему поглощению свинца 
мертвыми микроорганизмами по сравнению 
с живыми при концентрациях 100–250 мкМ. При 
этом расчетная суммарная сорбция бентонитом 
и клетками и бентонитом и обломками несколь-
ко выше реального поглощения их смесью при 
низких концентрациях элемента. В диапазоне 
концентраций 100–250 мкМ расчетное суммар-
ное поглощение мертвыми клетками и бентони-

том больше реального, а расчетное поглощение 
бентонитом и клетками даже несколько ниже 
экспериментального, что может быть результа-
том формирования новых сорбционных центров 
под воздействием живых клеток (рис. 4).

Поглощение меди в присутствии живых 
и разрушенных клеток бактерий по сравне-
нию с одним бентонитом увеличивалось при 
концентрациях выше 50 мкМ (рис. 5) и росло 
с увеличением концентрации элемента в рас-
творе. Эффект живых клеток и их обломков 
на поглощение микроэлемента был практи-
чески одинаков. Однако расчетное суммарное 
поглощение меди бентонитом и биологиче-
ским материалом, в целом, превосходило экс-

Рис. 4. Поглощение Pb из исходного раствора отдельными компонентами, смесями и расчетное поглощение (как 
сумма поглощения отдельными компонентами) (мкМ). 

Рис. 5. Поглощение Cu из исходного раствора отдельными компонентами, смесями и расчетное поглощение (как 
сумма поглощения отдельными компонентами) (мкМ).
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периментальные данные как для живых клеток 
(в меньшей степени), так и для обломков клеток 
(в большей степени). Такое снижение поглоще-
ния меди можно объяснить взаимодействием 
клеток и органического материала с бентонитом 
и маскировкой или нейтрализацией в результа-
те этого сорбционных позиций. Максимальная 
модификация поверхности бентонита проис-
ходила под воздействием органического веще-
ства разрушенных клеток (рис. 5). Walker с со-
авторами (1989) были получены аналогичные 
результаты для широкого спектра катионов 
микроэлементов. В их экспериментах емкость 
поглощения органо-минеральными система-
ми составляла 20–90% от количества аддитив-
но рассчитанного поглощения металлов ин-
дивидуальными компонентами. Маскировка 
сорбционных центров органическими остат-
ками бактерий была подтверждена автора-
ми методами трансмиссионной электронной 
микроскопии и энергодисперсионной рентге-
новской спектроскопии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, проведенные нами иссле-

дования подтверждают, что микроорганизмы 
являются активными участниками биогеохи-
мических циклов микроэлементов за счет их 
биосорбции. Кислотность раствора является 
ключевым фактором в процессе биосорбции по-
скольку определяет заряд на поверхности клеток 
микроорганизмов при их электростатическом 
взаимодействии с катионами микроэлементов. 
С ростом pH с 4 до 6 объем поглощенных микро-
элементов увеличивается. 

В трехкомпонентных биокосных системах, 
включающих бентонит и клетки бактерий или 
бентонит и обломки клеток, происходит увели-
чение поглощения изученных микроэлементов 
по сравнению с бентонитом. При этом погло-
щение смесью бентонита и обломков клеток 
было ниже, чем аддитивно рассчитанное ак-
кумулирование микроэлементов индивидуаль-
ными компонентами как для свинца, так и для 
меди при всех изученных концентрациях. Ана-
логичная закономерность наблюдалась для си-
стемы из живых клеток и бентонита для меди 
и живых клеток и бентонита для свинца при его 
низком содержании в сорбционном растворе.
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Sorption of lead and copper by calcium bentonite, living and destroyed cells of gram-positive bacteria Bacil-
lus subtilis, as well as in systems including the clay mineral and one of the biotic components in the concen-
tration range of the elements from 25 to 250 μM was studied. The eff ect of acidity on the biosorption of trace 
elements was shown. The maximum biosorption of lead and copper was observed at pH 6 and reached 0.72 
and 0.52 mM/g of dry matter, respectively. At pH 6 the maximum biosorption by the destroyed cells was 
also observed — 0.81 mM/g of lead and 0.71 mM/g of copper. Accumulation of trace elements by living and 
destroyed cells signifi cantly exceeded their sorption by calcium bentonite. In the ternary systems, includ-
ing bentonite and bacterial cells or bentonite and cell debris, there was an increase in the sorption of lead 
and copper compared to bentonite alone. At the same time, the sorption of trace elements by a mixture of 
bentonite and cell fragments was lower than the additively calculated sorption by the individual components 
for both lead and copper at all concentrations studied. A similar pattern was observed for the system of living 
cells and bentonite for copper and living cells and bentonite for lead at low metal concentrations.

Key words: trace elements, bacteria, clay minerals, adsorption, biosorption, acidity
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