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Сравнительная оценка уровня толерантности 
почвенных изолятов Bacillus subtilis 
в отношении химических соединений меди
РЕЗЮМЕ

Актуальность. Биологический потенциал микроорганизмов обусловленный высоким уровнем 
физиолого-адаптационных характеристик к действию абиотических факторов (формирование 
резистентных форм) и имеет более широкий спектр применения в отличии от заместительной те-
рапии. В нашей работе представлены экспериментальные данные по оценке уровня толерантно-
сти выделенных почвенных изолятов Bacillus subtilis в отношении различных химических соедине-
ний меди и степень влияния массированной катионной нагрузки на рост наиболее резистентных 
штаммов. 

Методы. Для реализации поставленных задач использовали методы выделения и идентифика-
ции чистых культур микроорганизмов (получение бактериальных изолятов), диффузионный метод 
агаровых лунок (оценка ингибирующих характеристик химических соединений) и нефелометри-
ческий метод (влияние тяжелых металлов на рост микроорганизмов). В ходе выполнения экспе-
римента нами были выделены девять изолированных чистых культур исследуемых бактерий. 

Результаты. Проведенный сравнительный анализ уровня биотоксичности меди позволил нам вы-
явить наличие общей закономерности устойчивости штаммов к ацетату меди, наиболее высокие 
ингибирующие характеристики зарегистрированы у CuCl2 · 7H2O. Наиболее устойчивым штаммом 
к химической нагрузке является изолят B. subtilis Р-8, проявляющий резистентность к сверх вы-
соким концентрациям меди: CuCl2 · 7H2O и CuSO4 — 0,125 М/л, Cu(CH3COO)2 — 0,250 М/л, в то 
время как штамм B. subtilis Р-6 является наиболее чувствительным к двум из трех химических 
соединений. При проведении исследований по оценке уровня влияния сульфата меди на рост по-
пуляции отобранных нами штаммов было установлено, что данное соединение оказывает выра-
женное пролонгирующее действие на рост популяции клеток B. subtilis Р-6 и B. subtilis Р-8 с увели-
чением времени наступления стационарной фазы роста на 6 часов по отношению к контрольным 
показателям.

Ключевые слова: почвенная микрофлора, Bacillus subtilis, биотоксичность, медь, диффузион-
ный метод, нефелометрический метод
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Comparative assessment of the level of 
tolerance of Bacillus subtilis soil isolates in 
relation to chemical copper compounds
ABSTRACT
Relevance. The biological potential of microorganisms due to the high level of physiological and adaptive 
characteristics to the action of abiotic factors (the formation of resistant forms) and has a wider range of 
applications in contrast to substitution therapy. Our work presents experimental data on the assessment of the 
level of tolerance of soil isolates of Bacillus subtilis in relation to various chemical compounds of copper and the 
degree of influence of a massive cationic load on the growth of the most resistant strains. 

Methods. To implement the tasks set, we used the methods of isolation and identification of pure cultures of 
microorganisms, the diffusion method of agar wells (assessment of the inhibitory characteristics of chemical 
compounds), and the nephelometric method (the effect of heavy metals on the growth of microorganisms). 

Results. The most resistant strain to chemical stress is the B. subtilis P-8, isolate, which exhibits resistance to 
extremely high concentrations of copper: CuCl2 · 7H2O and CuSO4 — 0.125 M/l, Cu(CH3COO)2 — 0.250 M/l, 
while the strain B. subtilis P-6 is the most sensitive to two of the three chemicals. When conducting studies to 
assess the level of copper sulfate fusion on the growth of the population of strains selected by us, it was found 
that this compound has a pronounced prolonging effect on the growth of the cell population of B. subtilis P-6 
and B. subtilis P-8 with an increase in the time of onset of the stationary phase of growth by 6 hours, relative to 
benchmarks.

Key words: soil microflora, Bacillus subtilis, biotoxicity, copper, diffusion method, nephelometric 
method.
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Введение / Introduction
Популяризация научных данных в области биоэле-

ментологии и нутрициологии, по мнению многих ученых, 
является одним из наиболее перспективных направле-
ний в области профилактики и ликвидации заболеваний 
человека и животных различной этиологии [1, 2]. Одна-
ко следует отметить, что основной упор делается на ме-
тоды коррекции элементного статуса, обусловленного 
дефицитом эссенциальных элементов.

В условиях интенсивно развивающихся металлур-
гических отраслей повышается риск техногенного воз-
действия на экологические системы различного уров-
ня организации. Следует отметить, что в зависимости 
от уровня поступления жизненно важных концентраций 
элементов в организм их условно можно разделить 
на дефицитные, физиологически значимые (референт-
ные) и избыточные (токсичные) концентрации. Одним 
из ключевых критериев является форма поступающего 
микронутриента, уровень усвоения которого обеспе-
чивает полный физиологический цикл как на уровне 
клетки, так и на уровне систем организма и организма 
в целом.

В экологических системах немаловажным критери-
альным показателем биологического действия тяжелых 
металлов является их способность к кумулятивному эф-
фекту как в объектах внешней среды (вода, почва) [3, 
4], так и в биологических объектах (растение, животное, 
человек). Соответственно при помощи воздействия 
на определенные звенья данной экологической цепи 
взаимодействия объектов появляется весьма перспек-
тивная возможность снижения уровня техногенной и ге-
охимически аномальной нагрузки на многоклеточные 
сложноорганизованные биологические системы [5–7].

Оренбургская область является крупным многоот-
раслевым регионом, в котором наряду с высоким ан-
ропогенно-техногенным воздействием (газо-, нефте-, 
горнодобывающие и перерабатывающие предприятия) 
на экологические системы, существенно влияние и ге-
охимически аномального распределения отдельных 
химических элементов. Данные показатели, в свою оче-
редь, делают данную территорию универсальным поли-
гоном для проведения исследований, связанных с ме-
тодами коррекции содержания химических элементов 
в различных объектах экологической системы [8–13].

Одним из возможных методических подходов в ре-
шении данной проблемы является использование для 
регуляции валовых и подвижных форм тяжелых метал-
лов различных микроорганизмов с выраженными сорб-
ционными и биотрансформирующими характеристика-
ми [14–17].

Исходя из вышеизложенного перед нами была по-
ставлена цель оценить уровень толерантности почвен-
ных изолятов Bacillus subtilis в отношении различных 
химических соединений меди.

Материалы и методы/Materials and methods
На текущем этапе проводилось комплексное иссле-

дование уровня биотоксичности солей меди с высоким 
уровнем диссоциации в водных растворах, что, в свою 
очередь, позволяет в условиях проводимого нами экс-
перимента создать массированную катионную нагрузку 
на субстрат.

На предварительном этапе исследования был про-
изведен отбор почвенных образцов с территорий с вы-
соким уровнем антропогенной сельскохозяйственной 
нагрузки. Отбор образцов производился в 5 точках 
определенного нами участка с глубины более 40 см. 

В эксперименте использовалась усредненная проба. 
В качестве основных биологических объектов в работе 
использовались бактериальные штаммы Bacillus subtilis, 
выбор которых обусловлен их высоким биологическим 
потенциалом использования (интенсивный рост, высо-
кие антагонистические характеристики, отсутствие па-
тогенетического действия на организм человека и жи-
вотных).

С целью выделения тестируемых штаммов из поч-
венных образцов нами производилась предваритель-
ная пробоподготовка, направленная на снижение обще-
го уровня контаминации проб вегетативными формами 
различных бактериальных клеток. Для этого почвенные 
образцы (50,0±2,0 г) помещались в стерильные колбы 
и выдерживались на водяной бане в течение 90 минут. 
Высокий уровень резистентности спор исследуемого 
микроорганизма обеспечил нам возможность их выде-
ления на плотных питательных средах.

Следующий этап — это выделение изолированных 
штаммов бактерий Bacillus subtilis, в рамках которого 
использовались следующие методические подходы: 
метод серийных разведений (1:10, 1:100…1:10 000), 
высев газоном на плотные питательные среды (метод 
Дригальского), выделение чистых культур (метод Коха) 
и идентификация микроорганизмов по культуральными 
характеристикам роста на плотных средах и окраске 
по Грамму.

Использование представленных методических под-
ходов позволило нам выделить 9 изолированных штам-
мов, получивших штаммовую маркировку от Р (почвен-
ный)-1 до Р-9.

Далее — происходила оценка биотоксичности иссле-
дуемых химических соединений меди в отношении вы-
деленных штаммов; следует отметить, что отбор солей 
производился с учетом уровня их диссоциации в водных 
растворах, что, в свою очередь, позволяло создать мас-
сированную катионную нагрузку на субстрат, а также оце-
нить степень влияния анионного компонента в структуре 
соли на устойчивость и рост микроорганизмов.

Для реализации данной задачи нами использовался 
комбинированный метод диффузии в агаре с методом 
серийных разведений [18, 19]; для получения достовер-
но значимых результатов осуществлялось пятикратное 
дублирование эксперимента. Суть используемой мето-
дики заключается в оценке воздействия абиотического 
фактора на клетки в период начальной (лаг) фазы роста, 
что позволяет не только визуализировать степень воз-
действия тестируемых соединений на микроорганиз-
мы, но и произвести статистическую обработку полу-
ченных результатов.

Наряду с результатами исследования толерант-
ности и токсичности соединений, были определены 
рабочие концентрации (РК) исследуемых соедине-
ний меди, которые будут использоваться в различных 
экспериментах, сопряженных с реализацией, постав-
ленной перед нами проблемы. В частности, на данном 
этапе реализации такие РК использовались для оценки 
степени влияния катионов меди на рост тестируемых 
штаммов в условиях периодического культивирования 
в жидких питательных средах.

Использование нефелометрического метода позво-
лит определить степень влияния исследуемых химиче-
ских веществ на рост тестируемых штаммов для опреде-
ления времени выхода популяции на стационарную фазу, 
в условиях периодического культивирования, с учетом 
достижения максимальных показателей оптической 
плотности. Динамику изменения оптической плотности 
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проводили с помощью интервального (3  часа) замера 
до получения трехкратных близких по значению резуль-
татов. Идентичность данных исследования свидетель-
ствовала о наступлении фазы максимальной концентра-
ции роста. В рамках реализации данной методики нами 
была разработана схема выполнения эксперимента 
(таблица 1). Суть предложенной методики заключается 
в использовании интервального внесения тестируемого 
вещества в РК, определенных диффузионным методом, 
в комбинации с серийным разведением исследуемого 
микроорганизма для сбора данных как в дневное, так и в 
ночное время суток.

Разработанный методический подход (таблица 1) 
к реализации, поставленной перед нами задачи по-
зволит нам провести не только оценку степени влия-
ния тяжелых металлов на бактериальную популяцию, 
но и время наступления фазы максимальной концен-
трации роста. Преимущество используемой методики 
заключается не только в простоте выполнения, но и в 
увеличении кратности повторов проводимых замеров 
для получения достоверно значимых результатов про-
водимого исследования.

Таблица 1. Схема интервального внесения металлов и бакте-
риальных штаммов для определения динамического измене-
ния оптической плотности популяции

Table 1. The scheme of interval application of metals and bacterial 
strains to determine the dynamic change in the optical density of 
the population

Интервал 
замеров

Время 
в часах

Исследуемые группы
1-я 

(n = 10) 
2-я 

(n = 10) 
3-я 

(n = 10) 
4-я 

(n = 10) 
0 8:00 0

3 11:00 3 0

6 14:00 6 3 0

9 17:00 9 6 3 0

12 20:00 12 9 6 3

15 23:00* 15* 12* 9* 6*

18 2:00* 18* 15* 12* 9*

21 5:00* 21* 18* 15* 12*

24 8:00 24 21 18 15

27 11:00 27 24 21 18

30 14:00 30 27 24 21

33 17:00 33 30 27 24

36 20:00 36 33 30 27

39 23:00 39 36 33 30

Примечание: * — невозможность проведения замеров в связи с ночным 
временем суток

Таблица 2. Биологическое тестирование уровня резистентности тестируемых штаммов почвенных изолятов B. subtilis в отношении 
химических соединений меди

Table 2. Biological testing of the resistance level of tested strains of soil isolates of B. subtilis against chemical compounds of copper

Соли металлов
Концентрация исследуемых солей, моль/л

1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125 0,01562

Bacillus subtilis Р-1

CuCl2 · 7H2O 29,00±1,52 22,66±1,76 19,00±2,08 12,66±1,33 R R R

CuSO4 22,66±0,66 14,66±0,33 11,66±0,66 9,33±1,20 8,00±0,00 R R

Cu(CH3COO) 2 17,00±0,00 10,66±0,66 R R R R R

Bacillus subtilis Р-2

CuCl2 х·7H2O 30,00±0,57 27,33±0,33 22,66±0,33 11±1,54 R R R

CuSO4 23,00±1,00 19,66±1,20 14,00±0,00 R R R R

Cu(CH3COO) 2 18,00±0,57 10,33±0,33 R R R R R

Bacillus subtilis Р-3

CuCl2 · 7H2O 35,00±0,00 35,00±0,00 16,33±0,33 R R R R

CuSO4 22,66±0,88 23,66±2,72 21,66±1,85 20,66±0,88 R R R

Cu(CH3COO) 2 15,00±2,51 10,33±1,45 R R R R R

Bacillus subtilis Р-4

CuCl2 · 7H2O 27,00±1,00 24,33±0,66 20,00±0,00 13,33±1,66 R R R

CuSO4 24,66±1,20 19,00±0,57 R R R R R

Cu(CH3COO) 2 14,66±1,45 9,33±0,88 R R R R R

Bacillus subtilis Р-5

CuCl2 х·7H2O 27,00±1,52 22,33±0,66 16,33±1,45 12,00±0,57 10,00±0,57 R R

CuSO4 25,00±1,15 20,33±1,20 10,33±1,85 R R R R

Cu(CH3COO) 2 14,33±0,66 R R R R R R

Bacillus subtilis Р-6

CuCl2 · 7H2O 28,66±1,33 27,00±1,00 20,00±1,51 15,33±3,33 9,33±0,66 9,00±0,00 R

CuSO4 26,66±1,45 21,66±2,18 16,00±2,88 15,00±3,05 R R R

Cu(CH3COO) 2 19,00±1,00 R R R R R R

Bacillus subtilis Р-7

CuCl2 · 7H2O 28,33±1,2 25,66±2,4 18,33±1,45 13,33±0,33 R R R

CuSO4 23,66±1,66 19,00±0,57 17,00±2,88 11,00±0,57 R R R

Cu(CH3COO) 2 17,00±0,57 R R R R R R

Bacillus subtilis Р-8

CuCl2 · 7H2O 34,00±0,57 27,00±2,08 17,66±2,02 R R R R

CuSO4 28,33±3,84 22,66±2,90 21,33±0,88 R R R R

Cu(CH3COO) 2 15,66±2,02 9,66±2,18 R R R R R

Bacillus subtilis Р-9

CuCl2 · 7H2O 29,33±1,76 23,33±0,88 15,33±1,76 14,00±0 10,00±0,57 R R

CuSO4 24,33±0,33 18,33±1,45 12,33±0,33 R R R R

Cu(CH3COO) 2 17,33±1,45 10±0,57 R R R R R
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Результаты и их обсуждение/Results and 
discussion
В рамках реализации задачи, направленной на оцен-

ку уровня биологического действия химических сое-
динений меди на почвенные изоляты бактерий Bacillus 
subtilis, нами было установлено отсутствие индиффе-
рентных значений у всех исследуемых штаммов в отно-
шении 1-молярных концентраций исследуемых солей 
(таблица 2).

Данные, представленные в таблице 2, свидетельству-
ют, что наиболее выраженным ингибирующим действи-
ем в отношении всех исследуемых штаммов обладает 
CuCl2, зоны ингибирования которого находились в ди-
апазоне средних значений от 27 мм (штаммы B. subtilis 
Р-4 B. subtilis Р-5) до 35 мм (B. subtilis Р-3). Минимальные 
значения биотоксичности фиксировались в образцах 
с внесением Cu(CH3COO)2, где диаметральные значе-
ния отсутствия роста имели существенно более низкие 
показатели. Так, в случае внесения CuCl2 и CuSO4 в кон-
центрации 1 М/л зоны ингибирования роста превыша-
ли показатели образцов с Cu(CH3COO)2 для Р-1 — на 
41,38% и 24,98%, Р-2 — на 40,00% и 21,74%, Р-3 — на 
57,14% и 33,80%, Р-4 — на 45,70% и 40,55%, Р-5 — на 
46,93% и 42,68%, Р-6 — на 33,71% и 28,73%, Р-7 — на 
39,99% и 28,15%, Р-8 — на 53,94% и 44,72%, Р-9 — на 
40,91% и 28,77% соответственно.

Следует отметить, что по мере снижения концен-
трации исследуемых химических соединений меди 
до 0,5 М/л у всех исследуемых штаммов сохраняется 
общая тенденция выраженной чувствительности к при-
сутствию CuCl2 и CuSO4, в то время как по отношению 
к Cu(CH3COO)2 три тестируемых штамма проявили вы-
раженную резистентность (B. subtilis Р-5, B. subtilis Р-6, 
B. subtilis Р-7).

Максимальный уровень антимикробной активно-
сти CuCl2 установлен в отношении штамма B. subtilis 
Р-6, минимальная ингибирующая концентрация (МИК) 
составила 0,031 М/л, CuSO4. — B. subtilis Р-1 (МИК — 
0,0625 М/л).

Критерием предварительного отбора штаммов- 
«биоремедиаторов» в условиях повышенной факторной 

нагрузки, обусловленной избыточным поступлением 
меди, являлась их устойчивость ко всем тестируемым 
химическим соединениям. Обобщенный анализ по-
лученных данных позволяет нам гипотетически опре-
делить наиболее перспективный штамм B. subtilis Р-8 
проявляющий выраженную толерантность (в концен-
трациях 0,125 моль/л) к соединениям меди независимо 
от анионного компонента в их структуре.

Заключительный этап выполняемого блока экспери-
ментальных исследований заключался в оценке степени 
влияния исследуемых соединений меди на рост популя-
ции тестируемых штаммов (таблица 3).

Полученные в ходе эксперимента данные свиде-
тельствуют о наличии выраженного биологического 
действия всех исследуемых солей на тестируемые 
штаммы проявляющегося в виде существенного про-
лонгирования экспоненциальной фазы роста на фоне 
более низких характеристик интенсивности роста 
по отношению к контрольным значениям. В качестве 
примера в таблице 3 приведены динамические харак-
теристики роста популяции штаммов с минимальными 
и максимальными значениями резистентности в отно-
шении сульфата меди.

Выводы / Conclusion
Полученные в результате системного анализа дан-

ные, позволили нам установить наиболее толерантный 
к факторной нагрузке штамм B. subtilis Р-8, что, в свою 
очередь, гипотетически обусловлено значительны-
ми биоаккумулирующими характеристиками (депо-
нирование и биотрансформация элемента), обеспе-
чивающими устойчивость к токсическому действию 
меди. Использование нефелометрического метода 
определения относительной оптической плотности 
позволило нам установить оптимальное время (39 ча-
сов инкубирования в среде с добавлением РК солей) 
отбора биомассы (популяции) тестируемых штаммов 
для определения уровня накопительного эффекта 
(биоремедиационные характеристики), который будет 
исследован в рамках реализации следующего блока 
экспериментов.

Таблица 3. Определение степени влияния сульфата меди на рост популяции тестируемых штаммов B. subtilis в условиях периоди-
ческого культивирования в жидких питательных средах, относительная оптическая плотность

Table 3. Determination of the degree of influence of copper sulfate on the growth of the population of tested strains of B. subtilis under 
conditions of periodic cultivation in liquid nutrient media, relative optical density

Время, ч.
Контроль, отн. ед. Культивирование штаммов в присутствии рабочих 

концентраций CuSO4
Bacillus subtilis Р-6 Bacillus subtilis Р-8 Bacillus subtilis Р-6 Bacillus subtilis Р-8

0 0,003±0,0006 0,001±0,0003 0,002±0,0002 0,002±0,0002

3 0,024±0,0007 0,014±0,0003 0,024±0,0007 0,027±0,0007

6 0,033±0,0006 0,033±0,0003 0,035±0,0003 0,035±0,0003

9 0,047±0,0009 0,046±0,0003 0,041±0,0007* 0,042±0,0012

12 0,053±0,0007 0,054±0,0003 0,047±0,0006** 0,047±0,0006**

15 0,082±0,0003 0,057±0,0006 0,055±0,0009 0,058±0,0003

18 0,097±0,0003 0,075±0,0003 0,076±0,0006 0,064±0,0003**

21 0,114±0,0003 0,088±0,0003 0,082±0,0003*** 0,072±0,0009**

24 0,144±0,0006 0,089±0,0006 0,086±0,0003 0,076±0,0003**

27 0,145±0,0007 0,124±0,0007 0,098±0,0003*** 0,086±0,0003***

30 0,145±0,0003 0,155±0,0003 0,111±0,0058** 0,095±0,0003***

33 0,145±0,0003 0,155±0,0001 0,119±0,0003*** 0,097±0,0003***

36 0,145±0,0003 0,155±0,0003 0,119±0,0003** 0,122±0,0003***

39 0,145±0,0001 0,155±0,0003 0,120±0,0001*** 0,122±0,0003***

Примечание: * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001
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