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Пояснювальна записка: 89 с., 11 рис., 15 табл., 5 додатків, 111 

літературних джерел. 

Об’єкт дослідження: зразки ґрунту із високою концентрацією важких 

металів, ґрунтова мікробіота. 

Предмет дослідження: екстракція ДНК та ПЦР тест на специфічні 

ферменти Arsenate reductase (glutaredoxin) та Arsenate oxidase.  

Мета роботи: вивчення біорізноманіття мікроорганізмів, за допомогою 

методів біологічних досліджень, в місцях з очікуваною високою концентрацією 

As, на наявність в них ферментів здатних на обробку As, такі як Arsenate 

reductase (glutaredoxin) та Arsenate oxidase з метою в майбутньому покращити 

методи фіторемедіації територій України. 

У вступі обґрунтовано проблеми забруднення земель важкими металами 

та доцільність використання сучасних методів біологічних досліджень щодо 

визначення культур мікроорганізмів зразках ґрунту  для подальшого 

відновлення земельного фонду України. 

Теоретичний розділ містить огляд досліджень присвячених проблемам 

забруднення ґрунтів, оцінці вмісту важких металів та мікроорганізмів в ґрунтах 

на основі сучасних методів досліджень та устаткування. 

Практичний розділ містить методики збору зразків ґрунту на досліджених 

територіях та екстракції ДНК мікроорганізмів в лабораторних умовах. 

В розділі охорона праці наведено характеристики небезпеки від впливу 

важких металів для здоров’я людини, правила з утилізації хімічних реактивів з 

лабораторій, перша допомога при нещасних випадках підчас досліджень. 

У висновках наведені основні результати роботи та практичні 

рекомендації. 
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ВСТУП 

Неможливо переоцінити, наскільки важливим є стан навколишнього 

середовища та його покращення для сучасного світу, і тому, поки ми не 

знайдемо вирішення поточних і майбутніх проблем, людство не зможе 

добросовісно розвивати інші аспекти нашого життя. Наша країна не повинна 

залишатися позаду, коли йдеться про ці рішення, важливо не лише 

відновлювати та відновлювати, але й покращувати, щоб рухатися вперед. 

Посилення індустріалізації та ведення сільського господарства призвели 

до широкого забруднення ґрунту важкими металами (ТМ), що стало серйозною 

екологічною проблемою в усьому світі [1, 2]. ТМ є виключно стабільними 

суб’єктами з періодом напіврозпаду понад 20 років [3, 4]. Видобуток корисних 

копалин і пов'язані з ним різні методи поводження впливають на введення 

забруднюючих речовин і ТМ у навколишнє середовище, що значною мірою 

визначає питому рухливість різних металів у навколишньому середовищі. Через 

розширення індустріалізації та тривожний вплив органічного циклу 

забруднення важкими металами стає проблематичною проблемою, яка потребує 

ефективного вирішення, щоб пом’якшити його вплив. Важкі метали – це, по 

суті, великі метали, які не піддаються біологічному розкладанню, які 

накопичуються в навколишньому середовищі та становлять ризик для здоров’я 

людини та навколишнього середовища, забруднюючи, наприклад, ґрунт і воду 

[5]. У живій органічній істоті ці елементи накопичуються в тканинах тіла через 

процес, відомий як біоакумуляція, і вони переміщуються з нижчого на вищий 

трофічний рівень із підвищеною концентрацією — явище, відоме як 

біозбільшення. Через негативну дію важких металів у ґрунті стає менше 

ґрунтових організмів [6]. 

Ґрунт є важливою складовою екосистеми. Ґрунт має здатність поглинати 

та випромінювати, тому є вразливим до забруднення з різних джерел. 

Постійний розвиток урбанізації призводить до будівництва, сільського 

господарства, кладовищ і транспортних викидів. Ґрунт, де ми живемо, де ми 

займаємося сільським господарством, не захищена від цих металів. Важкі 



метали потрапляють у ґрунти як із вихідних речовин (літосфери), так і 

внаслідок різноманітної діяльності людини. Є деякі фактори, які впливають на 

присутність і поділ цих металів у землі; це склад материнських порід, ступінь 

вивітрювання, хімічні, фізичні та біологічні особливості ґрунту, а також 

залежить від кліматичних умов. Діяльність людини є основною причиною і 

поступово зростає з кожним днем, що призводить до погіршення 

навколишнього середовища [7]. 

Важкі метали є металоїдами з біологічною токсичністю. 

Найпоширенішими є миш'як (As), кадмій (Cd), хром (Cr), мідь (Cu), ртуть (Hg), 

свинець (Pb), цинк (Zn). 

Забруднення ґрунтів миш’яком є глобальною проблемою для 

навколишнього середовища, сільського господарства та охорони здоров’я через 

токсичну та канцерогенну природу As. Кілька антропогенних видів діяльності, 

таких як видобуток і металургія, спалювання вугілля, збереження деревини, 

дублення шкіри та використання пестицидів на основі As у сільському 

господарстві, призвели до підвищених концентрацій As у ґрунті. Таким чином, 

рекультивація та відновлення забруднених As ґрунтів є обов’язковими для 

забезпечення безпечних продуктів харчування та здорових ґрунтів [8]. 

Завдяки своїй ролі в біогеохімічному циклі миш’яку (As) мікроорганізми 

та рослини пропонують значний потенціал для розробки інноваційних 

біотехнологічних застосувань, здатних усунути забруднення As. Це можливе 

використання в процесах біоремедіації та фітоменеджменту ґрунтується на їх 

здатності каталізувати різні реакції біотрансформації, що призводять до, напр. 

осадження, розчинення та секвестрація As, стабілізація в кореневій зоні та 

видалення пагонів As.  

З одного боку, геномні дослідження мікроорганізмів та їхніх спільнот 

корисні для розуміння їхньої метаболічної діяльності та взаємодії з As. З іншого 

боку, наші знання про молекулярні механізми та долю As в рослинах були 

покращені лабораторними та польовими експериментами. Такі дослідження 

відкривають нові шляхи для розробки екологічно чистих варіантів біообробки, 



націлених на As, який у всьому світі становить серйозний ризик для багатьох 

екосистем і здоров’я  людини[9]. 

Таким чином,  метою цього дослідження було вивчення біорізноманіття 

мікроорганізмів, за допомогою методів біологічних досліджень, в місцях з 

очікуваною високою концентрацією As, на наявність в них ферментів здатних 

на обробку As, такі як Arsenate reductase (glutaredoxin) та Arsenate oxidase з 

метою в майбутньому покращити методи фіторемідації територій України. 

Об’єкт дослідження: зразки ґрунту із високою концентрацією важких 

металів, ґрунтова мікробіота. 

Предмет дослідження: екстракція ДНК та ПЦР тест на специфічні 

ферменти Arsenate reductase (glutaredoxin) та Arsenate oxidase.  

Методи досліджень: узагальнення, синтез, камеральні роботи, 

лабораторні експерименти, методи молекулярної біології.  

Завдання роботи: 

1. Провести аналіз літературних джерел щодо проблематики 

забруднення ґрунтів важкими металами та методів  виявлення мікроорганізмів 

в ґрунтах. 

2. Визначити наявність мікроорганізмів, здатних витримати життя в 

зразках ґрунтів з високою концентрацією миш’яку. 

3. Охарактеризувати небезпеку від впливу важких металів для 

здоров’я людини, наведено правила поводження з хімічними реактивами з 

лабораторіях, та рекомендації з надання першої допомоги при нещасних 

випадках підчас досліджень.  



РОЗДІЛ 1 ОГЛЯД ДОСЛІДЖЕНЬ ЩОДО ПРОБЛЕМ ЗАБРУДНЕННЯ 

ҐРУНТІВ ВАЖКИМИ МЕТАЛАМИ ТА МЕТОДІВ  ВИЯВЛЕННЯ 

МІКРООРГАНІЗМІВ У ҐРУНТАХ 

 

1.1 Проблема забруднення ґрунтів важкими металами 

Важкі метали визначаються як металеві елементи, які мають відносно 

високу щільність порівняно з водою [9].  

Відомо, що важкі метали є природними домішками, що присутні у ґрунті, але 

завдяки діяльності людини, індустріалізації, концентрація віх елементів значно 

виросла і продовжує рости на сьогодні. Швидкий та інтенсивний ріст 

промисловості, особливо в містах та поряд з підприємствами привів до 

зростання їхнього вмісту та потрапляння, вплив на біосферу, її різноманіття, 

гідро та атмосферу. У результаті, важкі метали є пріоритетними 

забруднювальними речовинами земельних ресурсів як в України так і в світі. В 

умовах такого інтенсивного впливу людини, захисна система ґрунтів не 

проміжна витримати навантаження, що призводить до значного зниження 

родючості, якості агропродукції та її безпечності для людини і тварин. 

Проблема забруднення ВМ України детально розглядається в [89]. Огляд  

розглядає поточну ситуацію із забрудненням важкими металами в різних 

регіонах України та можливе забруднення важливої культури. Припускають, 

що силовий конфлікт 2022 року в Україні може стати причиною розвитку 

забруднених територій Pb, Ni, Cr, Cu. Особливо така тенденція небезпечна для 

регіонів України з високим рівнем важких металів, де військовий конфлікт 

перебував в активній фазі: Донецьк, Запоріжжя, Київ, Луганськ, Суми, Харків, 

Херсонська, Чернігівська, Миколаївська, Житомирська, Дніпропетровська, 

Одеська області. Пшениця, кукурудза, ячмінь, ріпак, соняшник були 

представлені та обговорені можливості їх вирощування як основні 

сільськогосподарські культури України. Авторами було рекомендовано 

використовувати сучасні технології фіторемедіації із застосуванням сівозміни 

заводи гіперакумуляторів важких металів на цих ділянках. 



Науковці розділяють важкі метали на 2 типи, в залежності від їх 

властивостей, джерела потрапляння. 

1. Літогенні (природні). 

2. Антропогенні, що потрапляють в ґрунт в наслідок людського впливу. 

Забруднення ґрунту, в цілому, має локальний характер, пов’язаний з 

відстанню до промислових центрів. Звичайно, що більше забруднень буде 

знайдено біля великих виробництв, магістралей.  

Потрапляючи в ґрунт, важкі метали здатні мігрувати, переходити до 

інших хімічних сполук, деякі з яких важкорозчинні, закріплюватися у 

середовищі. У ґрунтовому середовищі ВМ можуть знаходитися у декількох 

станах: необмінному, обмінному або водорозчинному.  

Рослини та мікроорганізми, що знаходяться в цьому середовищі мають 

межу протидії підвищення концентрації ВМ. Коли ця межа перетинається, це 

призводить до значного пригнічення і далі загибелі локальної біосфери. 

Подальше збільшення концентрації згодом призводить до руйнування 

біорізноманіття рослин, мікроорганізмів, що призводить до значного збіднення 

локальних ґрунтів. 

Ґрунт може забруднюватися сполуками металів, органічними 

речовинами, пестицидами, вибуховими, токсичними речовинами та іншими 

шкідливими продуктам зі звалищ, промислових відходів або відходів 

життєдіяльності. Найнебезпечніші важкі метали, що можуть потрапити в ґрунт 

такими способами включають в себе: ртуть, кадмій, свинець, міді, цинк і 

миш’як, на який і приділяється найбільша увага в цієї роботі. Збільшення 

концентрації в ґрунтах відбувається переважно у поверхневих шарах, які 

споживаються сільськогосподарськими тваринами. Токсичність ВМ 

перешкоджає життєдіяльності біосфери ґрунту, а їх концентрація може 

залишатися без змін до десятиліть, у деяких випадках, століть.  

Дослідження впливу ВМ на біорізноманіття ґрунтів та механізми 

забруднення ними наводяться в багатьох наукових роботах, але я звернула 

увагу на [85–87]. 



Робота  [85] дуже детально звертає увагу на найтоксичніші ВМ, такі як: 

миш'як, кадмій, хром, свинець і ртуть. Ці металеві елементи вважаються 

системними токсикантами, які, як відомо, спричиняють пошкодження багатьох 

органів, навіть при менших рівнях впливу. Вони також класифікуються як 

канцерогени для людини (відомі чи ймовірні) відповідно до Агентства з 

охорони навколишнього середовища США та Міжнародного агентства з 

дослідження раку. Дослідження містить детальний аналіз їх появи в 

навколишньому середовищі, виробництва та використання, потенціалу впливу 

на людину та молекулярних механізмів токсичності, генотоксичності та 

канцерогенності. 

Важкі метали також розглядаються як мікроелементи через їх присутність 

у слідових концентраціях (діапазон часток на мільярд до менше ніж 10 частин 

на мільйон) у різних екологічних матрицях [10]. На їх біодоступність 

впливають такі фізичні фактори, як температура, асоціація фаз, адсорбція та 

секвестрація. На нього також впливають хімічні фактори, які впливають на 

видоутворення при термодинамічній рівновазі, кінетику комплексоутворення, 

розчинність у ліпідах і коефіцієнти розподілу октанол/вода [11]. Біологічні 

фактори, такі як видові характеристики, трофічні взаємодії та 

біохімічна/фізіологічна адаптація, також відіграють важливу роль [12]. 

Основні важкі метали виконують біохімічні та фізіологічні функції в 

рослинах і тваринах. Вони є важливими складовими кількох ключових 

ферментів і відіграють важливу роль у різних окислювально-відновних 

реакціях [13]. Наприклад, мідь є важливим кофактором для кількох пов’язаних 

із окислювальним стресом ферментів, включаючи каталазу, 

супероксиддисмутазу, пероксидазу, цитохром-с-оксидази, фероксидази, 

моноаміноксидазу та дофамін-β-монооксигеназу [14–16]. Отже, це важлива 

поживна речовина, яка входить до ряду металоферментів, які беруть участь у 

формуванні гемоглобіну, метаболізмі вуглеводів, біосинтезі катехоламінів і 

зшиванні колагену, еластину та кератину волосся. Здатність міді переходити 

між окисненим станом Cu(II) і відновленим станом Cu(I) використовується 



купроферментами, що беруть участь в окисно-відновних реакціях [14–16]. 

Однак саме ця властивість міді також робить її потенційно токсичною, оскільки 

переходи між Cu(II) і Cu(I) можуть призводити до утворення супероксидних і 

гідроксильних радикалів [14–17]. Крім того, надмірний вплив міді був 

пов’язаний з пошкодженням клітин, що призводить до хвороби Вільсона у 

людей [16, 17]. Подібно до міді, кілька інших важливих елементів необхідні для 

біологічного функціонування, однак надмірна кількість таких металів викликає 

пошкодження клітин і тканин, що призводить до різноманітних несприятливих 

ефектів і захворювань людини. Для деяких, включаючи хром і мідь, існує дуже 

вузький діапазон концентрацій між корисними та токсичними ефектами [17, 

28]. Інші метали, такі як алюміній (Al), антином (Sb), миш'як (As), барій (Ba), 

берилій (Be), вісмут (Bi), кадмій (Cd), галій (Ga), германій (Ge), золото (Au), 

індій (In), свинець (Pb), літій (Li), ртуть (Hg), нікель (Ni), платина (Pt), срібло 

(Ag), стронцій (Sr), телур (Te), талій (Tl), олово (Sn), титан (Ti), ванадій (V) і 

уран (U) не мають встановлених біологічних функцій і вважаються 

неосновними металами [20]. 

 Повідомлялося, що в біологічних системах важкі метали впливають на 

клітинні органели та компоненти, такі як клітинна мембрана, мітохондріальна, 

лізосома, ендоплазматичний ретикулум, ядра та деякі ферменти, що беруть 

участь у метаболізмі, детоксикації та ремонті пошкоджень [19]. Було виявлено, 

що іони металів взаємодіють з компонентами клітини, такими як ДНК і ядерні 

білки, викликаючи пошкодження ДНК і конформаційні зміни, які можуть 

призвести до модуляції клітинного циклу, канцерогенезу або апоптозу [17–19]. 

 Кілька досліджень продемонстрували, що утворення активних форм 

кисню (АФК) і окислювальний стрес відіграють ключову роль у токсичності та 

канцерогенності таких металів, як миш’як [20, 21, 22], кадмій [23], хром [24, 

25], свинцю [26, 27] та ртуті [28, 29]. Через високий ступінь токсичності ці 

п’ять елементів належать до числа пріоритетних металів, які мають велике 

значення для охорони здоров’я. Усі вони є системними токсикантами, які, як 

відомо, спричиняють ушкодження багатьох органів, навіть при менших рівнях 



впливу. Згідно з даними Агентства з охорони навколишнього середовища США 

(U.S. EPA) і Міжнародного агентства з дослідження раку (IARC), ці метали 

також класифікуються як «відомі» або «ймовірні» канцерогени для людини на 

основі епідеміологічних та експериментальних досліджень, які показують 

взаємозв’язок між впливом і захворюваністю на рак у людей і тварин. 

Токсичність і канцерогенність, спричинені важкими металами, включають 

багато механістичних аспектів, деякі з яких не є чітко з’ясованими чи 

зрозумілими. Проте відомо, що кожен метал має унікальні особливості та 

фізико-хімічні властивості, які визначають його специфічні токсикологічні 

механізми дії. У цьому огляді наведено аналіз появи, виробництва та 

використання в навколишньому середовищі, можливого впливу на людину, а 

також молекулярних механізмів токсичності, генотоксичності та 

канцерогенності миш’яку, кадмію, хрому, свинцю та ртуті.  

 

1.2 Миш’як та його властивості 

Небезпечність миш’яку а також можливість екологічного його виведення 

наведена у статті [85,87]. 

У статті [87] була досліджена була як токсичність миш’яку в ґрунтах так і 

можливість фіторемедіація забруднених миш'яком ґрунтів за допомогою 

гіперакумулюючих папоротей миш'яку. Також зроблено акцент на необхідність 

рекультивації та відновлення забруднених As ґрунтів є обов’язковими для 

забезпечення безпечних продуктів харчування та здорових ґрунтів. 

Миш’як є поширеним елементом, який виявляється в низьких 

концентраціях практично в усіх матрицях навколишнього середовища [30]. 

Основні неорганічні форми миш'яку включають тривалентний арсеніт і 

п'ятивалентний арсеніт. Органічними формами є метильовані метаболіти – 

монометиларсонова кислота (ММА), диметиларсинова кислота (ДМА) і 

триметиларсин оксид. Забруднення навколишнього середовища миш'яком 

відбувається в результаті природних явищ, таких як виверження вулканів і 

ерозія ґрунту, а також антропогенної діяльності [30]. Кілька сполук, що містять 



миш'як, виробляються промисловим шляхом і використовуються для 

виробництва продуктів сільськогосподарського призначення, таких як 

інсектициди, гербіциди, фунгіциди, альгіциди, овець, консерванти для деревини 

та барвники. Вони також використовувалися у ветеринарії для знищення 

стрічкових глистів у овець і великої рогатої худоби [34]. Сполуки миш'яку 

також використовувалися в медичній галузі протягом щонайменше століття для 

лікування сифілісу, фрамбезії, амебної дизентерії та трипаносомаозу [31,32]. 

Препарати на основі миш’яку все ще використовуються при лікуванні деяких 

тропічних хвороб, таких як африканська сонна хвороба та амебна дизентерія, а 

також у ветеринарії для лікування паразитарних захворювань, включаючи 

філяріатоз у собак і чорну голову у індиків і курей [33]. Нещодавно триоксид 

миш’яку був схвалений Управлінням з контролю за якістю харчових продуктів 

і медикаментів як протипухлинний засіб при лікуванні гострого 

промеїлоцитарного лейкозу [33]. Його терапевтичну дію пояснюють індукцією 

запрограмованої загибелі клітин (апоптоз) у клітинах лейкемії [21]. 

За оцінками, кілька мільйонів людей постійно піддаються впливу 

миш’яку в усьому світі, особливо в таких країнах, як Бангладеш, Індія, Чилі, 

Уругвай, Мексика, Тайвань, де ґрунтові води забруднені високою 

концентрацією миш’яку. Вплив миш’яку відбувається пероральним шляхом 

(проковтування), вдиханням, шкірним контактом і певною мірою 

парентеральним шляхом [30, 31, 34]. Концентрація миш’яку в повітрі 

коливається від 1 до 3 нг/м3 у віддалених місцях (подалі від викидів людини), і 

від 20 до 100 нг/м3 у містах. Його концентрація у воді зазвичай становить 

менше 10 мкг/л, хоча високі рівні можуть спостерігатися поблизу природних 

родовищ корисних копалин або місць видобутку. Його концентрація в різних 

харчових продуктах коливається від 20 до 140 нг/кг [35]. Природні рівні 

миш'яку в ґрунті зазвичай коливаються від 1 до 40 мг/кг, але застосування 

пестицидів або утилізація відходів може призвести до значно вищих значень 

[22]. Дієта для більшості людей є найбільшим джерелом впливу, із середнім 

споживанням близько 50 мкг на день. Надходження з повітря, води та ґрунту 



зазвичай набагато менше, але вплив цих середовищ може стати значним у зонах 

забруднення миш’яком. Працівники, які виробляють або використовують 

сполуки миш’яку в таких сферах діяльності, як виноградарство, кераміка, 

виробництво скла, плавка, рафінування металевих руд, виробництво та 

застосування пестицидів, консервація деревини, виробництво напівпровідників, 

можуть піддаватися впливу значно вищих рівнів миш’яку [36]. Миш'як також 

був виявлений на 781 ділянці з 1300 місць небезпечних відходів, які були 

запропоновані EPA США для включення до національного пріоритетного 

списку [30, 36]. Вплив на людей у цих місцях може відбуватися різними 

шляхами, включаючи вдихання пилу в повітрі, споживання забрудненої води чи 

ґрунту або через харчовий ланцюг [37]. Забруднення високими рівнями 

миш'яку викликає занепокоєння, оскільки миш'як може спричинити ряд 

наслідків для здоров'я людини. Кілька епідеміологічних досліджень показали 

сильний зв’язок між впливом миш’яку та підвищеним ризиком як 

канцерогенних, так і системних наслідків для здоров’я [38]. Інтерес до 

токсичності миш'яку підвищився завдяки нещодавнім повідомленням про 

велику кількість населення в Західній Бенгалії, Бангладеш, Таїланді, 

Внутрішній Монголії, Тайвані, Китаї, Мексиці, Аргентині, Чилі, Фінляндії та 

Угорщині, які зазнали впливу високих концентрацій миш'яку в своїх п’ють 

воду та демонструють різні клініко-патологічні стани, включаючи серцево-

судинні та периферичні судинні захворювання, аномалії розвитку, неврологічні 

та нейроповедінкові розлади, діабет, втрату слуху, портальний фіброз, 

гематологічні розлади (анемія, лейкопенія та еозинофілія) та карциному [22, 30, 

32 , 36]. Вплив миш’яку впливає практично на всі системи органів, включаючи 

серцево-судинну, дерматологічну, нервову, гепатобіліарну, ниркову, шлунково-

кишкову та дихальну системи [38]. Дослідження також вказали на значно вищі 

стандартизовані показники смертності від раку сечового міхура, нирок, шкіри 

та печінки в багатьох районах, забруднених миш’яком. Тяжкість несприятливих 

наслідків для здоров’я пов’язана з хімічною формою миш’яку, а також 

залежить від часу та дози [39,40]. Хоча докази канцерогенності миш’яку для 



людей здаються переконливими, механізм, за допомогою якого він продукує 

пухлини у людей, до кінця не вивчений [41]. 

 

1.3 Механізми токсичності та канцерогенності 

 Аналіз токсичних ефектів миш'яку є складним, оскільки на токсичність 

сильно впливають його ступінь окислення та розчинність, а також багато інших 

внутрішніх і зовнішніх факторів [42]. Кілька досліджень показали, що 

токсичність миш’яку залежить від дози впливу, частоти та тривалості, 

біологічного виду, віку та статі, а також від індивідуальної сприйнятливості, 

генетичних факторів і факторів харчування [43]. Більшість випадків отруєння 

людини миш’яком пов’язано з впливом неорганічного миш’яку. Неорганічний 

тривалентний арсеніт As(III) у 2–10 разів токсичніший за п’ятивалентний 

арсенат As(V) [5]. Зв’язуючись з тіоловими або сульфгідрильними групами 

білків, As(III) може інактивувати понад 200 ферментів. Це ймовірний механізм, 

відповідальний за поширений вплив миш’яку на різні системи органів. As(V) 

може замінити фосфат, який бере участь у багатьох біохімічних шляхах [2, 44]. 

Одним із механізмів, за допомогою якого миш’як виявляє свою токсичну дію, є 

порушення клітинного дихання шляхом пригнічення різних мітохондріальних 

ферментів і роз’єднання окисного фосфорилювання. Більша частина 

токсичності миш’яку є наслідком його здатності взаємодіяти з 

сульфгідрильними групами білків і ферментів, а також заміщати фосфор у 

різноманітних біохімічних реакціях [45]. Миш'як in vitro реагує з 

сульфгідрильними групами білка, щоб інактивувати ферменти, такі як 

дигідроліпоїлдегідрогеназа та тіолаза, таким чином викликаючи пригнічене 

окислення пірувату та бета-окислення жирних кислот [46]. Основним 

метаболічним шляхом неорганічного миш’яку в організмі людини є 

метилювання. Триоксид миш’яку метилюється до двох основних метаболітів за 

допомогою неферментативного процесу до монометиларсонової кислоти 

(ММА), яка далі ферментативно метилюється до диметиларсенової кислоти 

(ДМА) перед виведенням із сечею [37, 44]. Раніше вважалося, що цей процес 



метилювання є шляхом детоксикації миш’яку, однак останні дослідження 

показали, що деякі метильовані метаболіти можуть бути більш токсичними, ніж 

арсеніт, якщо вони містять тривалентні форми миш’яку [38]. Випробування на 

генотоксичність показали, що сполуки миш’яку пригнічують відновлення ДНК 

і індукують хромосомні аберації, обмін між сестринськими хроматидами та 

утворення мікроядер як у клітинах людини, так і в клітинах гризунів у культурі 

[47–49] і в клітинах людей, які зазнали впливу [50]. Реверсійні аналізи з 

Salmonella typhimurium не дозволяють виявити мутації, спричинені сполуками 

миш’яку. Хоча сполуки миш’яку зазвичай сприймаються як слабкі мутагени в 

бактеріальних і тваринних клітинах, вони виявляють кластогенні властивості в 

багатьох типах клітин in vivo та in vitro [51]. За відсутності моделей на тваринах 

дослідження трансформації клітин in vitro стають корисним засобом отримання 

інформації про канцерогенні механізми токсичності миш’яку. Сполуки 

миш’яку та миш’яку є цитотоксичними та індукують морфологічні 

трансформації клітин ембріона сирійського хом’яка (SHE), а також клітин 

C3H10T1/2 миші та клітин BALB/3T3 [52, 53]. 

На основі кометного аналізу було повідомлено, що триоксид миш’яку 

викликає пошкодження ДНК у лімфофітах людини [54], а також у лейкоцитах 

миші [55]. Також було показано, що сполуки миш’яку індукують ампліфікацію 

генів, зупиняють мітоз клітин, пригнічують репарацію ДНК та індукують 

експресію гена c-fos і гемоксигенази білка окисного стресу в клітинах ссавців 

[55, 56]. Вони були залучені як промотори та комутагени для різноманітних 

токсичних агентів [57]. Нещодавні дослідження в нашій лабораторії 

продемонстрували, що триоксид миш’яку є цитотоксичним і здатним 

індукувати транскрипцію значної кількості генів стресу та споріднених білків у 

клітинах раку печінки людини [58]. Епідеміологічні дослідження показали, що 

тривалий вплив миш'яку призводить до сприяння канцерогенезу. Було 

запропоновано декілька гіпотез для опису механізму канцерогенезу, 

спричиненого миш’яком. Чжао та ін. [59] повідомили, що миш'як може діяти як 

канцероген, індукуючи гіпометилювання ДНК, що, у свою чергу, сприяє 



аномальній експресії генів. Крім того, було виявлено, що миш’як є потужним 

стимулятором позаклітинної сигнально-регульованої протеїнкінази Erk1 і 

трансактиваційної активності AP-1, а також ефективним індуктором експресії 

генів c-fos і c-jun [60]. Індукція c-jun і c-fos миш'яком пов'язана з активацією 

JNK [61]. Однак роль активації JNK арсенітом у трансформації клітин або 

стимулюванні пухлини незрозуміла. В іншому дослідженні Trouba et al. [62] 

прийшли до висновку, що тривалий вплив високих рівнів миш'яку може 

зробити клітини більш сприйнятливими до мітогенної стимуляції та що зміни в 

мітогенних сигнальних білках можуть сприяти канцерогенній дії миш'яку. 

Кілька недавніх досліджень разом продемонстрували, що миш’як може 

перешкоджати клітинним сигнальним шляхам (наприклад, сигнальному шляху 

р53), які часто беруть участь у стимулюванні та прогресуванні різноманітних 

типів пухлин на експериментальних моделях тварин, а також деяких пухлин 

людини [63, 65]. Проте конкретні зміни в шляхах передачі сигналу або 

фактичні мішені, які сприяють розвитку індукованих миш’яком пухлин у 

людей після хронічного споживання миш’яку, залишаються невизначеними. 

Недавні клінічні випробування виявили, що триоксид миш’яку має 

терапевтичну цінність у лікуванні гострого промієлоцитарного лейкозу, і існує 

інтерес до вивчення його ефективності при лікуванні ряду інших видів раку [66, 

67]. При гострому промієлоцитарному лейкозі відома конкретна молекулярна 

подія, критична для утворення злоякісних клітин. Дослідження Puccetti et al. 

[68] виявили, що форсована надмірна експресія чутливості до BCR-ABL у 

клітинах лімфобластів людини призвела до значного підвищення чутливості до 

апоптозу, індукованого миш’яком. Вони також прийшли до висновку, що 

триоксид миш'яку є пухлиноспецифічним агентом, здатним вибірково 

індукувати апоптоз у клітинах гострого промієлоцитарного лейкозу. Кілька 

останніх досліджень показали, що миш'як може індукувати апоптоз через зміни 

в інших сигнальних шляхах клітини [69, 70]. Окрім гострого пеомієлоцитарного 

лейкозу, вважають, що миш’як має терапевтичний потенціал для мієломної 

хвороби [71]. Таким чином, численні дослідження хіміотерапії раку на 



клітинних культурах і у пацієнтів з гострим промієлоцитарним лейкозом 

демонструють, що введення триоксиду миш’яку може призвести до зупинки 

клітинного циклу та апоптозу злоякісних клітин. 

Попередні дослідження також вивчали експресію гена p53 і мутації в 

пухлинах, отриманих від суб’єктів, які в анамнезі вживали миш’як. Ген p53 

бере участь у багатьох клітинних функціях, контролі клітинного циклу, 

репарації ДНК, диференціації, геномній пластичності та запрограмованій 

смерті клітин. Додаткову підтримку гіпотези про те, що миш’як може 

модулювати експресію генів, надали кілька різних досліджень [72, 73]. У 

сукупності ці дослідження надають додаткові докази того, що різні форми 

миш’яку можуть змінювати експресію генів і що такі зміни можуть суттєво 

сприяти токсичній та канцерогенній дії лікування миш’яком у людей [74]. 

Кілька досліджень in vitro в нашій лабораторії продемонстрували, що миш'як 

модулює синтез ДНК, експресію генів і білків, генотоксичність, мітоз і/або 

апоптотичні механізми в різних клітинних лініях, включаючи кератиноцити, 

меланоцити, дендритні клітини, дермальні фібробласти, ендотеліальні клітини 

мікросудин, моноцити та Т-клітини [75], клітини раку товстої кишки [76], 

клітини раку легенів [77], клітини лейкемії людини [78], лімфоцити Jurkat-T 

[79] і клітини карциноми печінки людини [80]. Дослідження [85] також 

показали, що окислювальний стрес відіграє ключову роль у цитотоксичності, 

спричиненій миш’яком, процес, який модулюється про- та/або 

антиоксидантами, такими як аскорбінова кислота та н-ацетилцистеїн [81–83]. 

Крім того, продемонстрували, що токсичність миш’яку залежить від його 

хімічної форми, неорганічна форма більш токсична, ніж органічна [39]. Були 

запропоновані різні гіпотези для пояснення канцерогенності неорганічного 

миш'яку. Тим не менш, молекулярні механізми, за допомогою яких цей миш'як 

викликає рак, все ще недостатньо вивчені. Результати попередніх досліджень 

показали, що неорганічний миш'як не діє через класичні генотоксичні та 

мутагенні механізми, а скоріше може бути промотором пухлини, який змінює 

шляхи передачі сигналу, залучені до росту та проліферації клітин [66]. 



 Незважаючи на те, що нещодавно було досягнуто значного прогресу в 

області можливого способу(ів) канцерогенної дії миш’яку, наукового 

консенсусу ще не досягнуто. Недавній огляд обговорює дев’ять різних 

можливих способів дії канцерогенезу миш’яку: індуковані хромосомні 

аномалії, окислювальний стрес, зміна відновлення ДНК, зміна моделей 

метилювання ДНК, зміна факторів росту, посилення проліферації клітин, 

просування/прогресування, пригнічення p53 та ампліфікація гена [ 84]. В даний 

час три способи (хромосомна аномалія, окислювальний стрес і зміна факторів 

росту) канцерогенезу миш'яку показали певний ступінь позитивних доказів як в 

експериментальних системах (клітини тварин і людини), так і в тканинах 

людини. Решта можливих способів канцерогенної дії (прогресування 

канцерогенезу, змінена репарація ДНК, пригнічення p53, зміна моделей 

метилювання ДНК і ампліфікація генів) не мають стільки доказів, зокрема в 

дослідженнях in vivo на лабораторних тваринах, дослідженнях in vitro на 

культивованих клітинах людини , або дані про людину з конкретних випадків 

чи популяційних досліджень. Таким чином, дослідження способу дії показують, 

що миш’як може діяти як коканцероген, промотор або прогресор 

канцерогенезу. 

 

1.4 Фіторемідація ґрунтів 

Фіторемедація визначається як нова технологія, яка використовує вибрані 

рослини для очищення забрудненого навколишнього середовища від 

небезпечних забруднень для покращення якості навколишнього середовища. 

[88]. Можливість використання рослин у ремедіації навколишнього середовища 

завдяки кращому розумінню взаємодії рослин і мікробів зросла в в останні роки 

були проведені дослідження, і метод став новою альтернативою відновленню 

забруднених ділянок. Це екологічно чиста техніка біоремедіації, яка 

використовує рослини як рослини-гіперакумулятори для вилучення та 

накопичення іонів важких металів із ґрунту в коренях, пагонах, листі, квітах, 

плодах. Через його переваги як екологічного процесу, а також через недоліки, 



пов’язані з тривалим часом, необхідним для усунення важких металів, загрози, 

які токсичність важких металів може спричинити для цілісності рослин та їх 

здатності поглинати важкі метали [89]. 

 

1.5 Використання мікроорганізмів у біоремедіації 

Згідно з визначенням, мікробна біоремедіація передбачає використання 

мікроорганізмів та/або їх похідних (ферментів або відпрацьованої біомаси) для 

очищення забруднень навколишнього середовища [7, 9, 10]. Що стосується 

мікроорганізмів, важливо відзначити, що мікроорганізми є всюди, і тому 

забруднювачі в різних частинах навколишнього середовища завжди 

контактують з мікроорганізмами [1, 2]. Мікроби розщеплюють/перетворюють 

забруднювачі за допомогою властивих їм метаболічних процесів з незначними 

змінами шляху або без них, щоб дозволити забруднювачам направлятися на 

нормальний мікробний метаболічний шлях для розкладання/та 

біотрансформації. Таким чином, прикладні методи біоремедіації зосереджені на 

використанні природних катаболічних можливостей мікробів для розкладання, 

трансформації або накопичення більшості синтетичних сполук, таких як 

вуглеводні (наприклад, нафта), поліхлоровані біфеніли (ПХБ), поліароматичні 

вуглеводні (ПАВ), радіонукліди та метали [4, 6, 7, 8]. Природне існування 

великої різноманітності мікробних видів розширює різноманітність хімічних 

забруднювачів, які розкладаються або детоксикуються. 

 

1.6 Арсенатредуктаза і арсеніт оксидаза 

Мікроорганізми, здатні до метаболізму миш’яку відіграють одну з 

ключових ролей в рекультивації ґрунтів і води, забрудненими їм. 

Різноманітність їх метаболічної активності є ключовим у біогеохімічних 

циклах, які можуть мати глибокий вплив на якість води та продуктивність 

ґрунту 

Кілька таксономічно різноманітних груп організмів здатні природним 

чином метаболізувати миш'як. Ця різноманитна групa бактерій, що дихають 



миш’яком, поширенa серед α-, β-, γ- та прокаріотів, ε-протеобактерій, 

грампозитивних бактерій з низьким вмістом Firmicutes і Crenarchaea (Oremland 

et al., 2004). Тaкі бактерії, що метаболізують миш’як, можна класифікувати нa 

(i) організми, що окислюють арсеніт, і (ii) організми, що відновлюють арсеніт. 

Здійснюється цей процес за допомогою ферментів Arsenate reductase та 

Arsenate oxidase. Приклад такої хімічної реакції: 

 

Arsenite + H2O + 2 Oxidized Cytochrome C ≤≥ Arsenate + 

2 Reduced Cytochrome C + 2H+ 

Arsenite + H2O + 2 Azurinox ≤≥ Arsenate + 2 Azurinred + 2 H+ 

 

Генетичні та молекулярні дослідження цих мікробів та їхніх білків мають 

величезний потенціал до розробки успішних стрaтегій ефективного 

впровадження прогрaм біоремедіації. Наприклад, дослідження [101] 

зосереджено на досягненнях у біохімічних, молекулярних і геномних розробках 

у галузі бактерій, що метаболізують миш’як, охоплюючи останні розробки в 

розумінні структури ферментів арсенатредуктази та арсенітоксидази, їхні генні 

та оперонні структури та механізм їх дії, зроблена спроба надати вичерпний 

огляд останніх досягнень у галузі біотрансформації миш’яку. Aвтори роблять 

висновок, що дедукція метаболічного шляху миш'яку все ще в основному 

неповнa, що вимагає вичерпного дослідження генетичної ідентифікації 

aрсенатредуктази та арсенітоксидази в окисно-відновних перетвореннях 

миш'яку.  

Дуже цікаве дослідження с точки зору древності та походження віх 

ферментів було проведено  було проведено у статті Арсенитоксидаза, 

стародавній біоенергетичний фермент [102]. Отримані науковцями 

філогенетичні дерева вказують на раннє походження арсенітоксидази до 

дивергенції архей і бактерій. Обговорюються еволюційні наслідки цих 

філогенезів. У 1992 році периплазматичний розчинний фермент, здатний 

окислювати арсеніт As(III), був очищений з β-протеобактерії Alcaligenes faecalis 



[103]. Щоб виявити потенційних інших членів передбачуваної родини 

арсенітоксидаз, ми провели огляд повністю секвенованих геномів, доступних у 

бази даних. Цей пошук призвів до кількох додаткових прикладів, як 

бактеріальних, так і архейних, ферментів, які майже напевно належать до цієї 

нової родини. Філогенетичний аналіз обох субодиниць свідчить про давнє 

еволюційне походження родини арсенітоксидаз. Було проаналізовано 

філогенетичне відношення його субодиниці Rieske до субодиниці Rieske/cytb, а 

результати обговорено у світлі еволюційних історій обох ферментів. 

Таким чином, можна зробити висновки, що оскільки забруднення ґрунту 

важкими металами є проблемою, яку не буде вирішено, доки ми не 

придумаємо, бажано економічно ефективне, сприятливе рішення. 

Фіторемедіація та біоремедіація можуть бути такими рішеннями. Численні 

дослідження показують, наскільки ефективною може бути біоремідація, у 

випадку з миш’яком існує велика кількість біоорганізмів, які здатні 

метаболізувати та зменшувати небезпеку миш’яку завдяки ферментам, які вони 

містять. Однак досі недостатньо досліджень, які обговорюють 

найефективніший спосіб легкої ідентифікації цих організмів.  

 

Висновки до розділу 1 

1. Важкі метали, такі як миш’як, свинець, кадмій і ртуть, можуть 

накопичуватися в ґрунтах через промислову діяльність, видобуток корисних 

копалин, сільське господарство та неправильну утилізацію відходів. Вони 

становлять серйозну небезпеку для навколишнього середовища та здоров'я.  

2. Миш'як є природним елементом, який існує в неорганічній і органічній 

формах. Він сумно відомий своєю токсичністю, особливо в неорганічних 

формах, таких як арсеніт As(III) і арсенат As(V). 

3. Миш'як чинить токсичну дію, втручаючись у клітинні функції, 

порушуючи роботу ферментів і викликаючи окислювальний стрес. Його також 

класифікують як канцероген через його здатність викликати мутації та сприяти 

утворенню пухлин.  



4. Фіторемедіація передбачає використання рослин для видалення, 

деградації або знерухомлення забруднювачів із ґрунту та води. Рослини можуть 

поглинати миш’як через коріння та накопичувати його у своїх тканинах, 

сприяючи очищенню ґрунту. 

5. Використання мікроорганізмів у біоремедіації: деякі мікроорганізми, 

такі як бактерії та гриби, можуть розкладати або перетворювати забруднювачі, 

такі як миш’як, у навколишньому середовищі. Вони можуть перетворювати 

токсичний арсенат у менш шкідливі форми або знерухомлювати миш’як 

шляхом біосорбції.  

6. Арсенатредуктаза та арсенітоксидаза: ці ферменти мають вирішальне 

значення для метаболізму миш’яку мікроорганізмами. Арсенатредуктаза 

відновлює арсенат As(V) до арсеніту As(III), тоді як арсенітоксидаза окислює 

арсеніт назад до арсенату, впливаючи на рухливість і токсичність миш’яку в 

навколишньому середовищі.  



РОЗДІЛ 2  МЕТОДИ, МАТЕРІАЛИ ТА ХІД ВИКОНАННЯ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

2.1 Методика збору зразків ґрунту з різних частин міста 

 

Методикa відбору зразків ґрунту залежить від мети проведення 

досліджень. Зразок повинен відображати середній стан об'єкта, який 

вивчається. Точність обстеження знaчною мірою відрізняються від площі 

елементарної ділянки та чaстини відібраних з неї точених (індивідуальних) 

проб, з яких складаються репрезентативний змішаний (об’єднаний) зразок 

ґрунту для aналізу. 

Правильний збір зразків ґрунту включає три  принципи [104]:  

1. Хороша організація: наявність системи для збору проб ґрунту іх 

обробки спрощує вибірку збір і мінімізує шанс людської помилки, таких як 

неправильне маркування або неправильне розміщення зразків ґрунту. 

2. Постійність: збір кожного зразка в однорідний спосіб між роками та 

протягом одного заходу значно покращить якість і надійність результатів. Це 

означає, що брати зразки в один і той же час для кожного зразка.  

3. Простота: дотримання простих процедур допоможе забезпечити 

послідовність і легкість організації збору зразків. Перш ніж збирати зразки 

ґрунту, потрібно буде зібрати певні матеріали та інструменти: 

• Ґрунтовий зонд  

• Чисте пластикове відро 

• Кельма  

• Перманентні маркери  

• Пакети для зразків. Багато лабораторій для дослідження ґрунту нададуть 

мішки для зразків, вкриті воском. Замість пакетів, які надаються в лабораторії, 

розгляньте можливість використання паперових пакетів або пакетів на 

блискавці. 

 • Буфер обміну та паперовий або польовий блокнот 

 • Смартфон або портативний GPS-пристрій із підтримкою GPS 



(додатково) Перед прибуттям на поле визначте кількість і орієнтовне місце 

взяття проб ґрунту. 

 2. Після збору відповідних матеріалів ми вирушили до першого місця 

відбору проб. Корисно використовувати GPS для більш точного визначення 

місць збору зразків. 

 3. У місці взяття зразка видаляємо будь-які рослинні залишки з поверхні 

ґрунту. 

 4. Вставляємо зонд для ґрунту на потрібну глибину. Треба слідкувати за 

тим, щоб зонд вставлявся вертикально в ґрунт і не був нахилений убік. 

Виймаємо зонд і переміщаємо серцевину ґрунту із зонда у відро. Вставляємо 

зонд вертикально в ґрунт і видаліть серцевину ґрунту. 

 5. Переходимо на нове місце та повторяємо кроки 3 і 4.  

Загалом, що більша площа землі, яку ви відбираєте, тим більша відстань 

потрібна між місцями відбору. Як приблизний орієнтир, місця відбору проб 

повинні бути відокремлені щонайменше 20–30 футів. 

 Якщо використовується програма відбору проб ґрунту на основі зони або 

сітки, часто варто вибрати місце для зразків ґрунту до прибуття в поле для 

відбору проб. Ці попередньо визначені точки можна завантажити на пристрій із 

підтримкою GPS, і за допомогою GPS можна спрямувати вас до місця взяття 

проб. 

6. Продовжуємо цей процес збору зразків у нових місцях, доки ми не 

зберемо достатню кількість зразків.  

7. За допомогою кельми ретельно перемішуємо ґрунт у відрі до 

отримання однорідної суміші. 

8. Помістіть 1–2 чашки суміші в пакет для зразків. Використовуючи 

перманентний маркер, позначаємо сумку унікальною назвою. Імена повинні 

містити ідентифікатори поля та номер зразка. Наприклад, «Davidshaht with 

vegetation» є хорошою міткою, яка ідентифікує місце збору та стан ґрунту. 

 



2.2 Плавка ґрунтових зразків 

 

Загальний вміст елементів у зразках ґрунту можна визначити в ґрунті, 

розплавленому при високій температурі. 

Матеріали: 

Ґрунтові матеріали: сухий зразок ґрунту (сушили при 105 градусах 

протягом ночі, сухий матеріал подрібнювали в ступці. 

Плавильник: 40 г карбонату натрію і 40 г карбонату калію. 

Розчин: 2 М HNO3 і 0,5 М лимонна кислота. 

Процедура: 

- приготували 500 мг сухого зразка ґрунту в нікелевій посудині. 

- додали 2 г плавника (Na3CO3 і K2CO3) 

- нагріли при 900 град в розчині 2 М HNO3 і 0,5 лимонної кислоти. 

- перемішали зразок скляною паличкою, поки реакція не закінчилася і все 

не розчиниться 

- перенесли зразок у пробірку на 50 мл 

- додали кислоту до позначки 50 мл. 

Для зважування зразків використовувалися високоточні аналітичні ваги 

AS R2 «Radwag», що дозволяють після калібрування отримувати значення з 

точністю до 0,00001 г.  

Процедура зважування наведена на рис. 2.1. 

Після контрольного зважування досліджені зразки підлягали 

висушуванню та плавки в муфельній печі, рис. 2.2. 



 

Рисунок 2.1   – процес зважування  зразків за допомогою аналітичних ваг 

AS R2 «Radwag» 



 

Рисунок 2.2  –  процес плавки зразків ґрунту 

 

Після зважування та первинної підготовки зразків здійснювалася оцінка 

pH за наведеною нижче методикою. 

 

2.3 Перевірка зразків на кислотність та солоність 

Існує декілька методів вимірювання віх показників у лабораторних 

умовах.  

1. Вимірювання pH за допомогою індикатора. Ця категорія в основному 

включає два методи: один передбачає порівняння стандартного кольору, що 

відповідає відомому рН, із кольором індикатора, зануреного в досліджувану 

рідину за допомогою буферного розчину. Інший метод передбачає підготовку 

паперу для тестування рН, який змочують індикатором, потім занурення паперу 

в досліджувану рідину та порівняння його кольору зі стандартним кольором. 

Цей метод простий, але схильний до помилок. Не можна очікувати високого 

ступеня точності.  



- Помилка через високу концентрацію солі в досліджуваній рідині  

- Помилка через температуру досліджуваної рідини  

- Помилка через органічні речовини в досліджуваній рідині Індикаторний 

метод не може вимірювати pH високочистої води, оскільки вплив самого 

індикатора занадто великий.  

2. Метод водневого електроду Водневий електрод виготовляють шляхом 

додавання платинової сажі до платинового дроту або платинової пластини. 

Його занурюють у досліджуваний розчин і до розчину прикладають 

електричний заряд, і розчин насичується газоподібним воднем. Потенціал 

електрода вимірюється між платиново-чорним електродом і електродом із 

хлориду срібла. Цей потенціал обернено пропорційний pH розчину. Метод 

водневого електрода є стандартним серед різних методів вимірювання pH. 

Значення, отримані за допомогою інших методів, стають достовірними лише 

тоді, коли вони збігаються з виміряними методом водневого електрода. Однак 

цей метод не підходить для щоденного використання через витрати зусиль і 

витрат, незручність роботи з газоподібним воднем і великий вплив речовин, що 

сильно окиснюють або відновлюють, у досліджуваному розчині. 3. Метод 

квінгідронного електрода. Коли хінгідрон додається до розчину, він 

розпадається на гідрохінон і хінон. Оскільки розчинність хінону змінюється 

залежно від значення рН розчину, рН можна визначити за напругою між 

платиновим електродом і порівняльним електродом. Незважаючи на те, що цей 

метод простий, він рідко використовується сьогодні, оскільки він не працює, 

якщо задіяні речовини, що окислюють або відновлюють, або коли 

досліджуваний розчин має pH вище 8 або 9.  

4. Метод сурм'яного електрода. Цей метод передбачає занурення кінчика 

полірованого стержня сурми в досліджуваний розчин, а також занурення 

електрода порівняння та вимірювання рН за різницею потенціалів між ними. 

Колись цей метод широко використовувався, оскільки прилад міцний і простий 

у використанні. Однак його застосування зараз досить обмежене, оскільки 



результати змінюються залежно від ступеня поліровки електрода, а 

відтворюваність низька.  

5. Метод скляного електроду. Метод скляного електрода використовує 

два електроди, скляний електрод і електрод порівняння, для визначення рН 

розчину шляхом вимірювання напруги (потенціалу) між ними. Цей метод є 

найбільш часто використовуваним для вимірювання рН, оскільки потенціал 

швидко досягає рівноваги та демонструє хорошу відтворюваність, а також 

оскільки метод можна використовувати для різних типів розчинів, причому 

окислювачі або відновлювачі мають дуже незначний вплив на результат. Метод 

скляного електрода широко використовується не тільки в промисловості, але і в 

багатьох інших сферах.  

6. Напівпровідникові сенсорні методи Напівпровідниковий датчик pH, 

розробка якого почалася приблизно в 1970 році, замінює скляний електрод на 

напівпровідниковий чіп. Цей датчик, відомий як іонно-чутливий польовий 

транзистор (ISFET), не тільки стійкий до пошкоджень, але й легко мініатюрний. 

Мініатюризація дозволяє використовувати меншу кількість зразків для 

вимірювання та робить можливим виконання вимірювань у дуже невеликих 

просторах і на твердих поверхнях. [105, 106] 

Після плавлення зразків, нами було вирішено використати метод 

скляного електроду, завдяки його точності та універсальності, для перевірки 

показників Ph та солоності рідинних зразків. 

1. Увімкнули рН-метр. 

2. Промили електроди рН-метра водою перед використанням кожного 

розчину та після завершення процедур. Використовуваний буферний розчин 

можна скидати в злив раковини. 

3. Занурили калібрований рН-метр у ґрунтовий розчин і обережно 

перемішайте рН-метром близько 1 хвилини. 

4. Дозволили показанню стабілізуватися та записали показання. 

5. Промили та очистили рН-метр водою, замінили ковпачок.  



2.4 Процедура екстракції ДНК зі зразків ґрунту 

 

Примітки перед початком необхідно: 

• Переконатися, що пробірки PowerBead Pro вільно обертаються в 

центрифузі без тертя, рис. 2.3. 

 

Рисунок –  2.3 Процесс підготовки зразків до екстракції 

• Якщо розчин CD3 випав в осад, нагріваємо його при 60°C, поки осад не 

розчиниться.  

• Виконуємо всі етапи центрифугування при кімнатній температурі (15–

25°C). 

1. Покручуємо пробірку PowerBead Pro Tube, щоб переконатися, що 

залишки осіли на дні. Додайте до 250 мг ґрунту та 800 мкл розчину CD1. 

Коротко збовтайте(~5 c), щоб перемішати.  

2. Закріплюємо пробірку PowerBead Pro Tube горизонтально на адаптері 

Vortex для пробірок об’ємом 1,5–2 мл. Збовтуйте на максимальній швидкості 



протягом 10 хв. Примітка: якщо ви використовуєте Vortex Adapter для більш 

ніж 12 підготовчих робіт одночасно, збільште час вортексу на 5-10 хв. 

3. Центрифугуємо пробірку PowerBead Pro Tube при 15 000 × g протягом 

1 хв. 

4. Переносимо супернатант у чисту мікроцентрифужну пробірку об’ємом 

2 мл. Примітка: Очікуйте 500-600 мкл. Надосадова рідина все ще може містити 

частки ґрунту. 

5. Додаємо 200 мкл розчину CD2 і перемішайте протягом 5 с. 

6. Центрифугуємо при 15 000 x g протягом 1 хв при кімнатній 

температурі. Уникаючи преципітат, перенесіть до 700 мкл супернатанту в чисту 

мікроцентрифужну пробірку на 2 мл. Примітка: Очікуйте 500-600 мкл. 

7. Додаємо 600 мкл розчину CD3 і перемішайте протягом 5 с. 

8. Завантажуємо 650 мкл лізату в MB Spin Column і центрифугуйте при 15 

000 × g протягом 1 хв. 

9. Зливаємо наскрізну рідину та повторіть крок 8, щоб переконатися, що 

весь лізат пройшов через фільтр MB Spin Column. 

10. Обережно поміщаємо MB Spin Column у чисту Сollection Tube на 2 мл. 

Уникайте попадання рідини на фільтр. 

11. Додаємо 500 мкл Solution EA до MB Spin Column, центрифугуйте при 

15000 × g 1 хв. 

12. Позбавляємося рідини та помістіть фільтр MB Spin Column назад в теж 

саму Сollection  Tube 2 мл. 

13. Додаємо 500 мкл Solution C5 до MB Spin Column, центрифугуйте при 

15 000 × g протягом 1 хв. 14. Відмовтеся від потоку та помістіть колонку MB 

Spin у нову Сollection  Tube на 2 мл. 

15. Центрифугуємо при швидкості до 16 000 x g протягом 2 хв. Обережно 

помістіть MB Spin Column в новий Elution Tube об’ємом 1,5 мл (у комплекті)  



16. Додаємо 50 мкл розчину C6 (або води) у центр білої мембрани 

фільтра. 

17. Центрифугуємо при 15 000 × g протягом 1 хв. Викиньте MB Spin 

Column. Тепер ДНК готова до подальшого застосування. 

Примітка. Ми рекомендуємо зберігати ДНК у замороженому стані (від -

30 до -15°C або від -90 до -65°C), оскільки розчин Có не містить EDTA. Щоб 

сконцентрувати ДНК, зверніться до посібника з усунення несправностей. 

ДНК-екстракція зразка 2 

1) Вага 250 мг (0,25 г) зразка. 

2) Додаємо 800 мкл CDA, перемішайте протягом 5 секунд 

3) Перемішуємо протягом 10 хвилин (перед цим ви також можете 

помістити свої зразки у водяну баню на 10 хвилин для більш ефективної 

екстракції). 

4) Центрифугуємо 15000 разів протягом 1 хвилини. 

5) Переміщаємо супернатант у мікроцентрифужну пробірку на 2 мкл 

[107]. 

 

2.5 Використання спектрофотометра NanoDrop 2000c для вимірювань 

 

Протокол для спектрофотометра NanoDrop 2000c [108] 

Переконуємося, що комп’ютер увімкнено. Комп’ютер старий, на нього 

знадобиться багато часу стартап. Система ввімкнена, якщо монітор і 

комп’ютерна вежа мають зелений світлодіод їхні кнопки живлення. 

 1. Значок програми спектрофотометра NanoDrop 2000 розташований 

зліва екран комп'ютера. Двічі клацніть, щоб запустити програму. 

 2. Коли програма відкриється, вибераємо вкладку типу аналізу, який ви 

бажаєте виконати (наприклад, вкладка «Нуклеїнова кислота» обчислює 

концентрацію ДНК або РНК у зразку). Натисніть відповідну вкладку. Більшість 



NanoDrop використовується в лабораторії CMBB полягає в отриманні 

концентрації ДНК. Nanodrop також можна використовувати як a 

спектрофотометр клітинних культур (вкладка Cell Cultures), але займає 

набагато більше часу порівняно з протоколом спектрофотометра DU 800. 

3. Для концентрації ДНК і РНК клацніть вкладку «Нуклеїнова кислота». 

4. Коли програма відкриється, спливаюче вікно сповістить користувача 

про виконання процедури перевірку довжини хвилі необхідно завершити. Перш 

ніж дозволити програмі завершіть перевірку довжини хвилі, спочатку 

переконайтеся, що датчик NanoDrop вільний будь-яке сміття. Відкрийте руку 

NanoDrop. Візьміть серветку Kim Wipe, розташовану в робочій зоні і очистіть 

датчик у двох місцях, як показано нижче. 

5. Після чищення обережно опустіть руку NanoDrop (не стукайте рукою 

вниз або дозволити впасти). 

6. Після того, як ви почистили NanoDrop і опустили руку, натисніть OK 

кнопку для початку звичайної перевірки довжини хвилі. Ви почуєте запустити 

машину на кілька секунд. 

 7. Ви повинні очистити машину перед вимірюванням концентрації. 

Підніміть NanoDrop Arm і розподіліть 1,5 мкл бланк-розчину безпосередньо на 

верхню частину Нанокрапельний сенсор (Бланкувальним розчином має бути 

використовуваний розчинник ресуспендують нуклеїнову кислоту, напр. вода, 

1x TE). 

 8. Після того, як ви завантажили бланк-розчинник на датчик, опустіть 

важіль і натисніть кнопку «Пустий» у верхньому лівому куті комп’ютерної 

програми. 

 9. Потім машина знову запрацює, поки вона очищає розчинник. Одного 

разу заготовка завершено, у верхньому лівому куті засвітиться зелена кнопка 

вимірювання комп'ютерна програма. Підніміть тримач NanoDrop і видаліть 

будь-яку серветкою залишків розчинника від датчика, а також металевого 

ковпачка, розташованого на руці. Це зменшить забруднення між пробами. 10. 



Переконайтеся, що зразок для зчитування правильно підвішений. Додайте 1,5 

мкл нанесіть пробу на датчик NanoDrop і закрийте руку. 

11. У верхньому правому куті комп’ютерної програми виберіть тип 

нуклеїнової кислоти читати. Тримайте коробку прямо праворуч, показуючи 

50,00. Нижче виберіть одиниці вимірювання для розрахунку концентрації (у 

більшості випадків використовуйте нг/мкл). Натисніть кнопку Green Measure, 

розташовану у верхньому лівому куті комп’ютера програма. 

12. Програма завершить обчислення вимірювань і відкриє спливаюче 

вікно a вікно, щоб ви могли зберегти свої дані. Виберіть папку (ви можете 

створити папка для зберігання інформації в Моїх документах). Якщо ви не 

хочете зберігати інформації, просто виберіть скасувати. Концентрація зразка 

буде відображається в Конц. Вікно, розташоване у верхньому правому куті 

програми. Серія Нижче також показано обчислення, найважливішим з яких є 

Розрахунок 260/280. ДНК повинна мати 260/280 від 1,8 до 2,0, РНК має бути 

вище 2,0. Забруднена ДНК матиме низький показник 260/280 нижче 1,8.  

13. Вимірювання дасть і виведе залежність довжини хвилі від 

поглинання. Нижче програма тимчасово зберігає інформацію із зразка, 

включаючи концентрації та 260/280.  

14. Зробіть два вимірювання кожного зразка, щоб переконатися, що ви 

отримали правильні показники справжньої концентрації зразків. Обов’язково 

очистіть датчик і кришку між читанням і повторенням кожного зразка. 15. 

Після завершення переконайтеся, що сенсор NanoDrop і металева кришка 

очищені залишків за допомогою серветки. Обов’язково опустіть руку. 

Збережіть будь-які дані і закрийте програму. Залиште комп’ютер увійшли в 

систему та працює для майбутнього використання. 

2.6 Гель електрофорез 

1.  Маленький гель: зважте 0,75 г агарози та додаємо 50 мл буферного 

розчину 1хТАЕ (tris-acetate-EDTA), ставимо в мікрохвильову піч на 1-2 хв до 

повного розчинення агарози (додавємо Н2О) залишити охолоджуватися 



(приблизно до 60▪С) додати 5 мкл pEqGreen (VWR)повільно налийте гель у 

тримач/бак вставте гребінецьзалишити застигати приблизно на 1 год. 

2. Підготовка зразків: додаємо 5 мкл барвника loading dye (6x)до кожного 

зразка нанесіть по 15 мкл зразка в гель) електрофорез: заповнюємо резервуар 

для гелю 1хТАЕ завантажте в першу лунку маркер (3 мкл GeneRuler 1kb DNA 

Ladder; Thermo Scientific)продовжить завантажувати зразки запустить гель при 

70-80 В протягом приблизно 45 хв, рис. 3.4. 

 

 

Рисунок 2.4 – Процедура  гель електрофорезу 

3. Візуалізуємо УФ-свілом  у програмі Image Lab 5.2.1 

4.  Великий гель: зважуємо 2 г агарози та додаємо 10 мл буферного 

розчину 1хТАЕ (tris-acetate-EDTA) поставте в мікрохвильову піч на 1-2 хв до 

повного розчинення агарози (додавайте Н2О)залишити охолоджуватися 

(приблизно до 60▪С)додати 8 мкл pEqGreen (VWR)повільно налийте гель у 

тримач/бак вставте гребінецьзалишити застигати приблизно на 1 год, рис. 2.5. 



 

Рисунок 2.5   – агароза, що  використовується для приготування гелю 

 

5. Підготовка зразків: додаємо 3 мкл барвника loading dye (6x)до кожного 

зразка нанесіть по 15 мкл зразка в гель 

6. Гель електрофорез: заповнюємо резервуар для гелю 1хТАЕ і 

завантажуємо  в першу лунку маркер (3 мкл GeneRuler 1kb DNA Ladder; Thermo 

Scientific) продовжить завантажувати зразки запустить гель при 80–90 В 

протягом приблизно 1–2 хв 

 



2.7 Праймер тест 

1. Перевіряємо специфічність праймера за допомогою PCR: 

25–30 мл чистої культури, а також біомаси Rhizobium з екстракції ДНК 

(набір Power Soil pro Kit (QIAGEN]) -> елюювання 50 мкл води, вимірювання 

концентрації ДНК – Nanodrop (NIKON) 

2. Перевіряємо якість та ампліфікованість ДНК за допомогою 165- PCR 

Підготовка праймерів: готуємо 100 мкМ основний розчин праймера та 

розчиняємо кожен праймер у відповідному розчині для PCR: готуємо аліквоту 

10 мкМ з кожного вихідного праймера зберігати обидва при -20 °C 

Таблиця 2.1 – Результати досліджень амінокислот 

Мета Назва Послідовність 5'-3' [bp] 

Acidithiobacillus 

caldus DSM 8584 

Acaldus_F 

Acaldus R 

CGGATCCGAATACGGTCTG 

TCAGCACCTAAGGCGCCAA 

396 

Leptospirillum 

ferriphilum DSM 

14647 

Lepto_fp_F 

Lepto_fp_R 

GAAGGCTTTCGGGTTGTAAACCAC 

TTAAGCCACGGCCTTTCACCAA 

210 

Acidithiobacillus 

ferrooxidans 

At_ferro_F 

At ferro R 

AGGTGGGTTCTAATACAATCTGCT 

TTGTGCGGGCCCCCGTCAAT 

485 

Стандартна PCR із чистою культуральною ДНК як матрицею та 

згаданими парами праймерів підготуйте одну головну суміш для кожної пари 

праймерів (таблиця нижче), табл. 2.2 

Таблиця 2.2 – Результати досліджень 

Reaction mixture [μl] 8 x mastermix [μl] 

Water 

2x master mix 

primer for [10 μM] 

primer rev [10 μM] 

DNA (1:10 diluted) 

5,3 

7,5 

0,6 

0,6 

1 

42,4 

60 

4,8 

4,8 

total volume 15  



Переносимо 14 мкл майстер-міксу в пробірки для PCR; 

Додаємо 1 мкл розведеної 1:10 ДНК з Rhizobium або Acidiphilium у 16   

пробірок кожна; 

Запускаємо наступну програму pcr (red cycler), табл. 2.3. 

Таблиця 2.3 – Результати досліджень 

Температура Тривалість Program: Gradient nr 15: P Test 

94 °C 5 min Repeat 

94 °C 

60 °C 

72 °C 

30 s 

30 s 

40 s 

 

30x 

72 °C 

15 °C 

5 min 

forever 

 

Тривалість експрименту: 1 год  

2.8 Microwave 

Після зважування подрібненого рослинного матеріалу (приблизно 0,1 г) у 

мікрохвильового зразку посудини додають такі хімікати: 

1. Змочіть зразок 0,2 мл води (використовуйте ультрачисту воду). 

2. Додати 1,9 мл 65% азотної кислоти (HNO3), залиште на ніч під 

витяжною для реакції! 

3. Наступного дня додайте 600 мкл фтористоводної кислоти (HF 

4.8%), розведеної 1:10. 

Захисні засоби: 

На робочому місці робота із засобами захисту зору; HF - відповідні 

рукавички і жовтий лабораторний халат.  

Використані наконечники піпетки зберігають у поліпропіленовій тарі з 

розчином CaCl2. 

Рукавички та робоче місце очищують розчином очищують розчином 

CaCl2, потім знову деонізованою водою. 



З метою безпеки гель кальцію глюконату зберігають під витяжною 

шафою і в холодильнику. 

4. Заповніть 10 мл Dl води у великі зовнішні посудини та зберігають 

(поставте кришки на три посудини для мікрохвильової печі, помістіть їх у 

тримач зразків і у великі посудини. 

5. Увімкніть мікрохвильову піч (ON/OFF), запустіть термінал, 

увійдіть як USER (PIN:123), натисніть PREP, виберіть програму 

E212_200▪С.mpr і натисніть кнопку START. 

Програма працює протягом 1 год, а потім настає час охолодження 

щонайменше 2 год. 

УВАГА! Охолодження до 30▪С! 

6. Перенесіть рідку фазу в центрифужні пробірки об’ємом 15 мл, двічі 

промийте пробірки для зразків надчистою водою та перемістіть, допоніть до 

кінцевого об’єму 10 мл. 

7. Зберігати зразки в холодильнику, розведення 1:10 для вимірювання  

ICP – MS+  

Додати 100 мкл стандарт Ru/Re в 10 мл проби 

8. Етап очищення: 3,0 мл очищення суміщі (1:1 Dl:HNO3) і знову 10 

мл Dl у зовнішніх ємностях, зберіть і запустіть програму 

reinigung+abkuhlen.mpr 

Після охолодження до 30▪С двічі промийте мікрохвильові посудини для 

зразків надчистою водою та поставте їх у сушильну піч при 60▪С. 

 

2.9 Фотометричне визначення фосфатів, нітратів і амонію в ґрунтах і 

ґрунтовий розчин 

Спочатку має бути зроблено відповідні елюати свіжих зразків ґрунту, які 

згідно з відповідними стандартами DIN можуть визначити кількість PO4
3-, NO3

- 

та NH4
+ у зразках ґрунту та води.  Для визначення фосфатів і нітратів у 

ґрунтовому розчині зразки повинні бути додані лише відповідними реагентами 

(відповідно до стандарту DIN) і виміряні на відповідній абсорбції. 



Виробництво ґрунтових елюатів: 

PO4
3- 

- з подвійним лактатним методом (DL).  Приготування базового 

розчину DL-розчину: 25 мл до 0,5 л води (придатний до 3 днів, але найкраще 

свіжоприготовлений). 

- Зважте 10 г/3 г свіжого ґрунту та додайте 100 мл/30 мл розчину DL, 

дайте суміші струшувати протягом  2 години, після чого центрифугуйте при 

5000 об/хв (обертів за хвилину), а потім витягніть супернатант у пробірку на 15 

мл перед зберіганням у холодильнику. 

NH4
+ 

- Зважте 10 г/3 г ґрунту та додайте 100 мл/30 мл 1-молярного розчину 

KCL, суміш струшувати протягом 2 годин, після чого відцентрифугуйте її при 

5000 об/хв (обертів на хвилину), а потім витягніть супернатант у 15 мл пробірку 

перед зберіганням у  холодильнику. 

NO3
- 

- Зважте 10 г/3 г ґрунту та додайте 100 мл/30 мл дистильованої води, 

дайте суміші струшувати протягом 2 годин після які центрифугують при 5000 

об/хв (обертів за хвилину), а потім екстрагують супернатант у пробірку на 15 

мл перед зберіганням у холодильнику. 

Дуже важливо: якщо необхідно, відцентрифугуйте ґрунтові елюати, щоб 

отримати прозорий елюат. 

Визначення амонію за допомогою індофенолу (DIN 38406/5): 

Іони NH4+ реагують за pH приблизно 12,6 з гіпохлоритом і саліцилатом у 

присутності пентаціанонітрозилферату натрію (III) 

дигідрату/натріумпентаціанонітрозилферату (каталізатор) до синього барвника 

(індофенолу), де гіпохлорит утворюється в лужному середовищі шляхом 

гідролізу дихлорізоціанурової кислоти. 

 Реагент 1: саліцилат натрію (130 г/л) + тринатрій цитрат (130 г/л) + 

пентаціанонітрозилферат натрію (III) дигідрат/ пентаціанонітрозилферат (968 

мг/л). 



Реагент 2: NaOH (36 г/л) + дихлорізоціанурат натрію (2 г/л)-> NaOCl, 

тобто 3,2 г NaOH у 100 мл дест. води + 200 мг дихлорізоціанурат натрію 

(завжди виготовляйте свіжим!) 

Виконання: Зразок повинен бути в діапазоні pH 5–8.  Додайте 1 мл 

реагенту 1 до 10 мл зразка (ґрунтових елюатів), а потім струсіть.  Після чого 

додають 1 мл реагенту 2 і суміш струшують. 

Принаймні через 1 годину абсорбцію можна виміряти при 655 нм у 

кюветі діаметром 1 см проти бланка. 

Важливо: Холосте значення для зразків ґрунту необхідно підготувати з 1 

М розчину KCl. 10 мл 1M KCL + реагент 1, потім струсіть.  Знову додайте 

реагент 2 до суміші та струсіть. 

Визначення фосфату за допомогою молібденового синього (DIN EN 

ISO 6878): 

Тут використовується реакція ортофосфат іонів у сильнокислому розчині 

з іонами молібдату та сурми з утворенням комплексу сурма-фосфомолібдат.  

Цей комплекс відновлюється аскорбіновою кислотою до сильно забарвленого 

молібденового синього комплекс. 

Реагент 1: Аскорбінова кислота (100 г/л) 10% аскорбінової кислоти, 

тобто 10 г у 100 мл дистильованої води. 

Реагент 2: тетрагідрат гептамолібдату амонію (26 г/л) + напівгідрат 

оксиду тартрату калію (III) (700 мг/л), розчинений у 50% сірчаній кислоті. 

Виконання: 0,2 мл реагенту 1 додають до 8 мл зразка (ґрунтовий елюат) і 

потім струшують, після чого до суміші додають 0,4 мл реагенту 2. 

Принаймні через 10 хвилин і не пізніше ніж через 30 хвилин абсорбцію 

можна виміряти при 880 нм проти порожнього розчину DL. 

Важливо: Розведення DL-ґрунтового елюату 1:1.  Візьміть 4 мл зразка 

(ґрунтовий елюат) і заповніть до 8 мл дистильованою водою. Порожнє значення 

для зразків ґрунту виробляють з розчином DL. 

 



Визначення нітрату 4-нітро-2,6-диметилфенолу (DIN 38405-9): 

Відповідно до DIN 38405-9 нітрат визначається 4-нітро-2,6-

диметилфенолом.  Нітрат іони в розчині сірки та фосфорної кислоти реагують з 

2,6-диметилфенолом з утворенням 4-нітро-2,6-диметилфенолу. 

Реагент 1: концентрована сірчана кислота і концентрована фосфорна 

кислота в співвідношенні 1:1. Будь обережний. Змішування цих двох кислот 

нагріває скляний посуд, що містить суміш. Рекомендується не торкатися 

скляного посуду до 5 хвилин, коли він повинен охолонути. 

Реагент 2: диметилфенол (1,2 г/л) у концентрованій оцтовій кислоті 126 

мг диметилфенолу в 100 мл.  

Концентрована оцтова кислота 

Виконання: 4 мл реагенту 1 додавали до 0,5 мл зразка (ґрунтового 

елюату).  [тут тільки перевірте об’єм, АЛЕ не струшуйте!], а потім додайте 0,5 

мл реагенту 2 перед інтенсивним струшуванням! 

ПРИМІТКА: реагент 1 додано до зразка, а НЕ зразок до реагенту 1 

Через 15 хвилин абсорбцію можна виміряти при 338 нм проти холостого 

зразка, приготовленого додаванням реагенту 1 до 0,5 мл дистильованої води з 

подальшим додаванням реагенту 2, після чого суміш енергійно струшують.  

Вимірювання слід проводити лише через 15 хвилин після струшування, 

оскільки через високу в’язкість доданої сірчаної кислоти бульбашки, що 

утворюються, можуть призвести до помилкового результату аналізу. 

Важливо: бланк готують шляхом додавання реагенту 1 до 0,5 мл 

дистильованої води з наступним додаванням реагенту 2, після чого суміш 

енергійно струшують. 

Визначення загального органічного вмісту 

Щоб визначити загальний вміст органічних речовин у зразках ґрунту, 15 

порожніх керамічних горщиків зважують і нагрівають у печі до температури 

550 ▪С протягом години, щоб видалити будь-які забруднення з горщиків.  5 г 

висушених при 60 ▪С зразків ґрунту зважують у кожен горщик і нагрівають при 



550 ▪С протягом 3 годин.  Потім горщики охолоджують в ексикаторі та 

зважують, щоб визначити втрату органічного вмісту. 

Ємність катіонного обміну (C.E.C) 

Для визначення ємності катіонного обміну зразків ґрунту потрібні три 

реактиви згідно Міжнародна організація зі стандартизації (ISO) 3696. 

Реагент 1: 24,43 г дигідрату хлориду барію (BaCl2, 2H2O) розчиняють у 

деіонізованій воді (20 °C) і заповнюють деіонізованою водою до 1000 мл для 

утворення 0,1 М розчину. 

Реагент 2: 25 мл розчину хлориду барію з концентрацією 0,1 М 

розбавляють деіонізованою водою до 1000 мл до утворення 0,0025 М розчину. 

Реагент 3: 4,93 г гептагідрату сульфату магнію (MgSO4.7H2O) 

розчиняють у деіонізованому води (20 °C) і доповнюють до 1000 мл для 

утворення 0,02 М розчину. 

Метод: 

2,50 г висушених при 60 °C зразків ґрунту зважують у центрифужні 

пробірки місткістю 50 мл.  Вимірюється маса кожної пробірки, що містить 

зразок.  30 мл реагенту 1 додають у ґрунт і дають струшувати на годину.  

Розчин у пробірках декантують піпеткою після центрифугування при 5000 

об/хв протягом 10 хвилин.  Цю процедуру повторюють тричі. Реагент 2 

додають до зразків ґрунту та залишають струшують протягом 11 годин, після 

чого розчин декантують піпеткою та вимірюють масу пробірки. У кожну 

пробірку додають 30 мл реагенту 3 і дають струшувати протягом 11 годин.  5 

мл розчину є піпеткою вносять у пробірку на 15 мл для аналізу ICP-MS.  

Порожній розчин готують за описаною вище процедурою без додавання ґрунту. 

Послідовне вилучення 

Послідовна екстракція – це аналітичний процес, який хімічно вимиває 

метали з ґрунту, опадів і зразків мулу (Divvela, 2010).  Рухливість елементів за 

різних природних умов, рН і органічного вмісту є головною увагою під час 

екстракції.  Мета полягає, щоб дізнатися, які елементи легко обмінюються, 

окислюються та відновлюються в оточуючій ґрунтовій воді, табл. 2.4 



Таблиця 2.4 – Основні етапи вилучення  

Етапи 

вилучення 

Екстрагована фаза Виконання 

I Легко 

відокремлюванні та 

замінні 

елементи/зв’язані 

речовини 

● 1г розчину помістіть у пробірки 

об’ємом 50 мл (висушені при 60 ▪С) 

протягом 24 год, струшувати з 1М розчином 

ацетату амонію (доведіть рН=7 за 

допомогою 25% розчину амонію). 

● Центрифугуйте пробірки протягом 10 

хв. після чого супернатант перенесіть у 

тюби/флакони по 15 мл і зберігайте в 

холодильнику. 

II Карбон 

зв’язаний/кислотно-

розчинний 

 

● Додайте 1 М ацетату амонію до зразка 

до позначки 50 мл і струшуйте протягом 4–5 

годин.  За допомогою оцтової кислоти 

доведіть рН розчину до 5. 

III Органічні та 

окислюванні 

речовини 

● Додайте до зразка 0,5 мл H2O2 і 

залиште відкритим на ніч. 

●  Наступного дня додайте 100 мкл 

HNO3 (pH = 3, перевірте!) до зразка та при 

температурі 80°C додайте загалом 8–10 мл 

H2O2, крок за кроком, порціями по 100 мкл 

протягом часу приготування  5 годин. 

●  Після варіння при 80°C протягом 1 

години, готуйте зразок при 90-100°C для 

випаровування H2O2, потім додайте 1М 

розчин ацетату амонію (pH доведений до 7 

за допомогою 25% розчину аміаку) до 

позначки 50 мл. 

●  Струсіть 30–45 хвилин, 

відцентрифугуйте та видаліть супернатант у 

15 мл пробірку.  

●  Промийте зразок дистильованою 

водою 

IV Аморфні оксиди, які 

легко 

відновлюються 

● Додайте 17,56 г щавлевої кислоти та 

28,4 г оксалату амонію в пляшку та 

наповніть її до позначки 1 літр, 

використовуючи деіонізовану/дистильовану 



Закінчення табл. 2.4 

воду. 

● Доведіть рН приготовленого 1 л 

розчину до 3,2 за допомогою 25% розчину 

аміаку 

● Доповніть зразок до позначки 50 мл, 

додавши вже готовий розчин (рН 3,2) 

●  Збовтувати 4 години в темряві через 

високу реакційну здатність щавлевої 

кислоти. 

●  Центрифугуйте та видаліть 

супернатант у 15 мл пробірки. 

V Важко 

відновлюються і 

кристалічні оксиди 

● Зробіть 0,2 М оксалату амонію та 0,1 

М і 0,1 М аскорбінової кислоти та доведіть 

до 1 л дистильованою водою. 

●  Отриманий розчин додавали до зразка 

до позначки 50 мл і варили при 95°C 

протягом 30 хвилин. 

●  Промийте зразок деіонізованою 

водою після приготування. 

VI Залишкова частина ● Зразки знову висушують при 60° 

●  Розкладання плавленням (зразок + 2 г 

суміші 1:1 

●  Суміш CaCO3/MgCO3) при 850 °C 

●  Екстракція зразка 2 М HNO3 і 0,5 М 

лимонною кислотою. 

 

2.10 Узагальнені результати аналізу мікробіому ґрунтів 

 

Метою роботи було визначити наявність та кількість мікроорганізмів, 

здатних витримати життя в ґрунтах з високою концентрацією миш’яку за 

допомогою: збору зразків ґрунтів з різних частин міста, перевірка зразків на 

кислотність та соленість. 

Екстракції ДНК з цих зразків, перевірка їх на наявність універсального 

для всіх мікроорганізмів гену, та ПЦР перевірка на наявність специфічних генів 

арсеніт-оксидази. Результати проведених досліджень наведені в табл. 2.5 – 2.11 

та рисунках 2.6–2.9. 



Таблиця 2.5  –  Щоденник практики 19.11 –20.12.2022 

 Дата Подія 

19.11.2022 Збір перших 4 ґрунтових зразків  

23.11-26.11.2022 Плавка отриманих зразків 

28.11.2022 Вимірювання кислотності та електропроводності зразків 

1-4, отримання додаткових  3 (5, 6, 7 див. таблиця 2.3) 

зразків. 

(інформація  з приводу отриманих результатів див. 

Таблиця 2.8) 

29.11.2022 Екстракція ДНК зразків 1-7, PCR на універсальний для 

всіх мікроорганізмів 16S 

30.11.2022 

 

Гельелектрофорез (1,5 agarose gel) 

1.12.2022 Повторний PCR зразків 2,4,6,7, blank, +,- 

 

5.12.2022 Екстракція ДНК з культур Bacillus subtilis, Rhisobium 

trifoli, A.ferrooxidance, L.ferrooxidance, L.ferriphillum, 

Acidifilluum sp, A.caldus 

Додали 2 нових зразка ґрунтів (8,9) 

Нова екстракція ДНК з зразків 1,2,5,8,9 

PCR всіх 12 зразків (10 зразків в цілому та позитивний і 

негативний + та – в таблицях) 

6.12.2022 

 

Гелектрофорезіс 

7.12.2022 повторне PCR невдалих зразків, з розведенням:  

1,-1:10-1uL 

2-2,5 uL 

2- 1uL 

5-1:10-1uL 

8-1:10-1uL 

9-1:10-1uL 

1B-1:50-1uL 

2B-1:10-1uL 

3B-1:10-2uL 

08.12.2022 Плавління зразків 1-9 для ICP-MS 

Перевірка на кислотність та електрокондуктивність 

09.12.2022 Плавління зразків 3,8 

 



Закінчення табл. 2.5 

14.12.2022 ICP-MS 

15.12.2022 -Прибирання після ICP-MS 

(Крок очищення 3,0 мл суміші (1:1 DI:1HNO3) і знову 

10 мл DI у зовнішніх ємностях, потім зібрати та 

запустити програму.Після завершення програми ми 

дочекалися, поки вона охолоне до 30 градусів, промили 

посудини ультрачистою водою і поставили їх на 60 

градусів у сушильну камеру.) 

16.12.2022 .- ICP-MS 

19.12.2022 - Тест праймерів чистих культур 

20.12.2022 - Гельелектрофорезіс, Екстракція ДНК з 2 зразка, 

перевірка на спектрофотометрі, підготовка 1,5% гелю 

Стандартна ПЛР, використовували чисті культури як 

матрицю та праймери (невеликий 1,5% гель). 

 Потім Primertest та градієнтну ПЛР для 

арсенатредуктази та оксидази (2% гель) 

09.01.2023  Перевірка на якість ДНК і нашу придатність за 

допомогою 16S-ПЛР 

Тест специфічності праймерів для nitrogenase( Geobacter, 

Rhisobium) rusticyanin 

10.01.2023 Тест специфічності праймерів для Acidiphilium, Bac.sub, 

Rhz sp. 

11.01.2023 ПЛР ґрунтових зразків з присотностю ферментів 

 

Таблиця  2.6 – Таблиця використаних зразків чистих культур 

Проба Чиста культура 

  1В Bacillus subtilis 

2В Rhisobium trifoli 

3В A. ferooxidance 

4В L. ferooxidance 

5В L. ferriphillum 

6В A. caldus 

7В Acidiphillum sp. 

 

 



Таблиця 2.7 – Зразки, використані для дослідження, ПЦР 

1 Davidshaht with vegetation 

2 Davidshaht without vegetation 

3 Freiberg garden Juliana (arsenic) 

4 Practica halle 

5 Freiberg garden Christine 

6 Freiberg garden Juliana (arsenic) 

7 Flaver potChristine 

8 Slag (bioreactor) 

9 Mulden hutten organic (до 10 см) 

10 Blank 

11 Positive - 

12 Negative + 

 

Таблиця 2.8 – Nanodrop 

1. 103,4 ng/uL 260-280 1,61 

2. 27,5 ng/uL 260/280 1,46 

3. 186,9 ng/uL 260/280 1,93 

4. 152,6 ng/uL 260/280 1,88 

5. 204,5 ng/uL 260/280 1,90 

6. 149,8 ng/uL 260/280 1,90 

7. 72,5 ng/uL 260/280 1,89 



 

Рисунок  2.6. – Результати перевірки на спектрофометру 

 

 

Рисунок  2.7 – Результати перевірки на спектрофометру 



 

Рисунок  2.8 –  відпал для Arsenate reductase  та Arsenate oxidase 

 

Праймер тест: 

Результати досліджень за праймер тестами наведені в таблицях 2.9 – 2.11 

Таблиця 2.9  – перша спроба PCR 16S та гель електрофорезу 29.11.2022  –  

30.11.2022 

1 

1 2 3 4 5 6 7 8 

1 2 4 4 +1:10 + -  

2 

1 2 3 4 5 6 7 8 

3 6 7 +1:10 + -   

3 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Х М 1 2 4 4 +1:10 + - Х 

4 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Х М 3 6 7 +1:10 + - Х Х 

 

Таблиця 2.10 –  Друга спроба PCR 16S та гель електрофорезу 01.12.2022 

1 

1 2 3 4 5 6 7 8 

2 3 4 6 7 + +1:10 - 

2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Х М 2 3 4 6 7 + +1:10 - 

 



Таблиця 2.11 –  Третя спроба PCR 16S та гель електрофорезу 05.12.2022 

1 

1 2 3 4 5 6 7 8 

1 2 5 8 9 + -  

2 

1 2 3 4 5 6 7 8 

1В 2В 3В 4В 5В 6В 7В  

3 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Х М 1 2 5 8 9 + - Х 

4 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Х 1В 2В 3В 4В 5В 6В 7В X Х 

 

Розведення зразків наведено в таблиці 2.12 

 

Таблиця 2.12   – розведення зразків 

Проба Розведення 

1 1:10 

2 1:10 

5 1:10 

8 1:10 

1B 1:10 

2B 1:10 

3B 1:10 

+ 1:10 

 

Таблиця 2.13 –  Четверта спроба PCR 16S  та гель електрофорезу 07.12.2022 

М 

1 2 3 4 5 6 7 8 

11:10 22,5мкл 21:10 51:10 81:10 91:10 Х Х 

 



V 

1 2 3 4 5 6 7 8 

1В1:10 1В1:50 2В1:10 3В1:10 + - Х Х 

4_М 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Х М 11:10 22,5мкл 21:10 51:10 81:10 91:10 +1:10 Х 

4_V 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Х М 1В1:10 1В1:50 2В1:10 3В1:10 + - X Х 

 

Результати визначення ферментів у зразках грунтів неведені на рис. 2.9 

 

Рисунок 2.9 –  PCR A. ferooxidance(1.1), L. ferriphillum(2.2), A. caldus(3.3), 

Arsenate reductase(As.red), Arsenate oxidase(As.ox); Rhisobium trifoli(Rh.ox_red) 

Acidiphillum sp.(A.sp.ox_red); 16S Davidshaht without vegetation(2)  

 та гель електрофорезу 19.12.2022 – 20.12.2022 

 



Узагальнені результати визначення фосфатів, нітратів і амонію в ґрунтах 

методом ICP-MS наведено на рис. 2.10 

 

Рисунок 2.10 –   Фотометричне визначення фосфатів, нітратів і амонію в 

ґрунтах і ґрунтовий розчин, результати 

 

Узагальнені результати нашої перевірки на кислотність та 

електрокондуктивність зразків методом ICP-MS наведені у Додатку А 

 

Висновки до розділу 2 

 

 

 

  



ВИСНОВКИ 

 

В ході виконання роботи були отримани такі висновки: 

1. Вдалий збір зразків ґрунтів потребує ретельної  підготовці, охайності. 

Визначення солоності та кислотності ґрунтів має важливу роль в цієї роботі. 

Тобто, перед визначенням наявності арсеніт-оксідази, потрібно перевірити стан 

ґрунтів, в яких вони можуть бути знайдені. 

2. Екстракція ДНК потребує точної, охайної роботи з дуже крихітними 

кількостями матеріалу. Також, наші невдалі спроби показали нам, що надто 

велика чи маленька концентрація генетичного матеріалу не дає результату на 

PCR, тобто, треба вибрати правильне розведення ще на етапі екстракції. 

3.  Екстракція, ПЦР та гельектрофорезіс на універсальний для всіх 

мікроорганізмів ген 16S до використовування праймерів дало нам можливість 

перевірити ефективність всіх методів, що ми вивчили до цього. 

4.  Мас-спектометрія дозволяє виконати перевірку на більш ніж один 

показник, наприклад на наявність декількох металів в усіх наших зразках, 

використання спектрофотометру було критичним при перевірці наскільки 

вдалим був попередній крок. 

Результати виконання роботи показали наявність гену арсеніт-оксідази в 

зразках, знайдених біля шахти міста Фрайберг, Німечинна що підтверджує 

гіпотезу, що мікроорганізми, які можна знайти в місцях забруднення шахт 

мають ці ферменти для метаболізму As, але цій ген був знайден і в зразках, 

отриманих у приміських точках, що свідотсвує про високу концентрацію 

миш’яку і в передмісті. Можна зробити припущення, що місце, що росле разом 

і з шахтою несе на собі слід забруднення миш’яком навіть після припинення її 

роботи.  

 

 

 

 



ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ 

 

Отримані результати можуть бути використовані для огляду методик 

екстракції ДНК мікроорганізмів, що є біоіндикаторами забруднення грунтів 

ВМ. Вибір правильної концентрації при розведенні зразків був критичним при 

виконанні цієї роботи і має враховуватися при подальших дослідженнях. 

Ці ж методи можуть бути використати для індикації мікроорганізмів, з 

ферментами здатними на метаболізм інших шкідливих важких металів, що маж 

великий потенціал на покращення та застосування біоремідацій територій 

України у майбутньому, проблема забруднення якої не може переоцінюватися.  

Використані методики достатньо легкі для використування, не 

потребують величезних затрат або великої біолабораторії. 
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