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ВСТУП

Актуальність. Результати мікробіологічних досліджень інфільтратів полігонів твердих побутових відходів мають надзвичайно високий потенціал як у галузі фундаментальних біологічних знань, так і для біотехнологічних розробок. Сміттєзвалища України є потужними джерелами екологічної небезпеки. Одним із важливих джерел забруднення довкілля в зоні їх впливу є інфільтрати звалищ твердих побутових відходів (ТПВ). Природні умови району розміщення полігону ТПВ відіграють важливу роль у накопиченні та поширенні забруднень. Досліджено вплив природних умов розташування сміттєзвалища на поширення забруднень у гідросфері [Середа А., 2018]. 

На відміну від полігонів ТПВ, сміттєзвалища не є інженерними спорудами, тому вони не мають системи збору та утилізації інфільтратів та біогазу, протифільтраційного захисного екрану, системи збору та виведення за межі сміттєвого тіла атмосферних вод. 
Важливим є вибір системи очищення інфільтрату на стадії закриття звалищ ТПВ, для яких досить часто неконтрольований витік інфільтрату спричинює до накопичення значних його об’ємів у ставках (озерах)− накопичувачах. У вирішенні проблеми ліквідації екологічної небезпеки, спричиненої інфільтратами сміттєзвалищ на цій стадії, необхідно виділити два етапи: очищення накопичених інфільтратів для уможливлення реалізації в подальшому проекту рекультивації звалища ТПВ; очищення інфільтратів, які після рекультивації звалища ТПВ протягом десятиліть будуть утворюватися в тілі звалища ТПВ у результаті біологічних процесів розщеплення органічної складової сміття. Ці етапи корінним чином відрізняються за об’ємною витратою інфільтратів, які надходитимуть на очищення, фізико-хімічними характеристиками та тривалістю реалізації кожного із етапів. Неефективно передбачати єдину технологію для реалізації обох цих етапів. Причинами цього є технологічні (неможливість забезпечення аспектів повного навантаження та ефективної роботи обладнання) та фінансові (значні перевитрати коштів). Обов’язковою умовою початку рекультивації є попереднє очищення накопичених інфільтратів. На обох етапах важливо розуміти роль мікроорганізмів у процесах, можливість її корегування [Мальований М., 2017].

Збір та очищення інфільтратів є пріоритетною проблемою Грибовицького сміттєзвалища на даний час. Оскільки на стадії спорудження сміттєзвалища не було приділено великої уваги до створення геологічного бар’єру та фільтратозбірної системи, проблема забруднення ґрунтових вод є значною. Відповідно до висновку міської санітарно-епідеміологічної служби Львова, вода із криниць у навколишніх селах є непридатною до споживання.
Тому метою нашої роботи було дослідження мікробіоти озер інфільтратів Львівського полігону твердих побутових відходів.
Для реалізації мети були поставлені завдання:

1. Дослідити склад мікробоценозу інфільтратів Львівського полігону твердих побутових відходів. 

2. Відібрати стійкі до впливу важких металів штами та дослідити їх культурально-морфологічні властивості.
3. Дослідити властивості стійких до впливу важких металів штамів мікроорганізмів, виділених з інфільтратів Львівського полігону твердих побутових відходів.

4. Дослідити формування електричного струму бактеріями, виділеними з інфільтратів Львівського полігону твердих побутових відходів.

Наукова новизна. Вперше досліджено мікробоценоз озер інфільтратів Львівського полігону ТПВ. Встановлено, що найбільш чисельною групою мікроорганізмів є педотрофні мікроорганізми, які, ймовірно, є представниками автохтонної мікробіоти інфільтрату. Вперше виділено у чистій культурі та досліджено властивості металорезистентних педотрофних штамів мікроорганізмів інфільтрату Львівського полігону ТПВ. Досліджено здатність метаболізувати сполуки стічної води спиртового заводу та генерувати електричний струм у мікробному паливному елементі виділеними металорезистентними штамами, що відкриває нові можливості для створення екобіотехнологій для біоремедіації стічних вод промислового та муніципального походження.
Практичне значення. Дослідження властивостей штамів мікроорганізмів, виділених із техногенно забруднених територій, є важливим для розуміння регуляції метаболізму бактерій за стресових умов, у тому числі за впливу іонів важких металів, механізмів формування резистентності мікроорганізмів до впливу стресового чинника і для створення ефективних технологій біоремедіації. Вивчення педотрофної мікробіоти озера інфільтратів Львівського полігону ТПВ має важливе значення, оскільки ці мікроорганізми залучені у кругообіг речовин та формують основні властивості водойми і можуть бути використані для ефективної біоремедіації забруднених територій. Для того, щоб використовувати мікроорганізми для очищення навколишнього середовища (біоремедіації), необхідно виділити їх з джерел забруднення, знати максимальні концентрації важких металів, до яких бактерії проявляють толерантність та дослідити властивості.
Ліквідація міських звалищ – значних джерел забруднення навколишнього середовища та знешкодження ТПВ є однією із найбільш невирішених проблем для більшості населених пунктів України. Біологічне очищення – найпоширеніший спосіб видалення органічних речовин із стічних вод. Біотехнологічні методи можуть забезпечити потрібний рівень очищення, не вимагають значних економічних затрат і можуть бути застосовані у широкому масштабі, у більшості випадків передбачають можливість отримання побічних корисних продуктів (екобезпечних добрив, біогазу тощо). 

Предмет дослідження: стійкі до впливу сполук феруму, хрому, кадмію мікроорганізми, виділені з інфільтратів Львівського полігону твердих побутових відходів, їхні морфологічні та фізіологічні властивості.
Об’єкт дослідження: мікробіота озер інфільтратів Львівського полігону твердих побутових відходів.
Методи дослідження: мікробіологічні, біохімічні, статистичні.

1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1. Екологічна небезпека інфільтратів озер полігонів твердих побутових відходів та стічних вод промислового походження
Однією з найважливіших екологічних проблем України є проблема зберігання та складування побутових та промислових відходів. Більшість міських сміттєзвалищ не відповідає вимогам щодо їхньої експлуатації, внаслідок чого ці об'єкти стають джерелом інтенсивного екологічного навантаження на природне середовище. Одним із небезпечних екологічних об'єктів є Львівський полігон твердих побутових відходів, який розташований на відстані 3 км від північної межі м. Львова і площа котрого за різними даними становить від 33,3 м до 45,3 м, а максимальна висота накопичених відходів становить 45 м. Основу відходів складають побутові відходи 3–4 класу небезпеки [Волошин П., 2012, Середа А., 2018]. Основними компонентами твердих побутових відходів (ТПВ) є: харчові – 35–50%, папір і картон – 10–15%, пластмаси – 9–13%, метали – 2%, скло – 8–10%, текстиль – 4–6%, будівельне сміття – 5%, дерево – 1% та інші відходи – 10%. Загальний об’єм накопичених побутових відходів перевищує 3 млрд. м3 [Попович Н., 2019].
Внаслідок недотримання вимог утилізації твердих побутових відходів (ТПВ) токсичні речовини змиваються атмосферними опадами під сміттєзвалище та накопичуються, внаслідок чого формується фільтрат, який є специфічною стічною водою з неприємним запахом [Голець Н., 2013]. Для Інфільтрат містить сполуки хлору (5,0–8,0 г/дм3), нітратів (10,6 г/дм3), важких металів, зокрема свинцю, кадмію, мангану, хрому у концентраціях, які значно перевищують гранично допустимі [Волошин П., 2012]. Також інфільтрати у високих концентраціях містять феноли, нафтопродукти, фосфати, сульфати, нафтопродукти тощо [Середа А., 2018]. Наявність в інфільтраті значної кількості йонів важких металів, зокрема хрому, феруму, нікелю, купруму, цинку, молібдену, плюмбуму, свідчить про наявність серед ТПВ металовмісних відходів, які здатні до корозії та можуть утворювати комплекси з продуктами органічного розкладу [Середа А., 2018].

У результаті фізико-хімічного аналізу інфільтратів Львівського полігону ТПВ встановлено, що цей екологічний об'єкт є небезпечним та належить до об’єктів підвищеної екологічної небезпеки (Гайдін А., 2013, Попович Н., 2019(. Авторами (Голець Н., 2013( встановлено, що Львівський полігон ТПВ належить до 1 класу небезпеки і «надзвичайно небезпечного»  ступеня небезпеки, що свідчить про те, що сміттєзвалище і особливо його інфільтрати, надзвичайно негативно впливають на довкілля, зокрема на поверхневі, ґрунтові та підземні води. 
Стічні води характеризуються енергетичним потенціалом унаслідок наявності високої концентрації біоперетворювальних органічних сполук 
[Do М., 2018]. Одними із найбільш забруднених відходів виробництв є відходи спиртових заводів, які характеризують низькі значення рН, висока температура, високий вміст зольних елементів, розчинених органічних та неорганічних речовин, високі показники біохімічного поглинання кисню (БПК) та хімічного поглинання кисню (ХПК). Високі значення ХПК і БПК обумовлює значний вміст органічних сполук, зокрема, полісахаридів, редукуючих цукрів, лігніну, протеїнів, меланоїдинів тощо [Kharayat Y., 2012]. Дріжджові заводи також продукують значні об’єми стічних вод, які містять високі концентрації сполук нітрогену [Włodarczyk B., 2017]. Інфільтрати озер полігонів твердих побутових відходів (ТПВ) також є джерелом хімічного та біологічного забруднення навколишнього середовища. За вмістом канцерогенів їх можна прирівняти до отруйних гербіцидів [Голець Н., 2013]. Проблеми очищення інфільтратів звалищ та полігонів ТПВ розглядають під час проектування, експлуатації та планового закриття цих об'єктів. Озера інфільтратів Львівського полігону твердих побутових відходів містять іони важких металів, сполуки амонію, фенолу, хлору, концентрація яких значно перевищує гранично допустимі 
[Середа А., 2018]. 
1.2. Біоремедіація озер інфільтратів полігонів твердих побутових відходів та стічних вод промислового походження
Для очищення стічних вод використовують фізико-хімічні та біологічні методи. Процес біоремедіації стічних вод забезпечує біологічну деградацію органічних речовин до менш токсичних форм. Цей метод є альтернативою для фізичних і хімічних методів, є екологічно-безпечним та економічно вигідним [Abatenh E., 2017]. Розроблено різні технології, які забезпечують біоремедіацію середовищ. Процеси біоремедіації відбуваються внаслідок процесів біосорбції (реакції, які не залежать від метаболізму клітини) і процесів біоакумуляції [Abatenh E., 2017]. Багато видів мікроорганізмів використовують у процесах біоремедіації стічних вод. Penicillium chrysogenum і Pseudomonas putida забезпечують деградацію моноциклічних вуглеводнів, бензену, толуену, етилбензену, ксилену, сполук фенолу. Aspergillus niger, Candida glabrata, Candida krusei, Saccharomyces cerevisiae, P. putida, Arthobacter sp. і Bacillus sp. здійснюють біоремедіацію середовищ, забруднених дизельним паливом. Micrococcus luteus, Listeria denitrificans і Nocardia atlantica є ефективними деструкторами промислових азобарвників. Біоремедіацію стічних вод текстильної галузі забезпечують Bacillus firmus [Abatenh E., 2017].
Мікроорганізми забезпечують ефективний спосіб біоремедіації середовищ від сполук важких металів. Бактерії здатні адсорбувати, метилювати, окислювати чи відновлювати йони важких металів, забезпечуючи таким чином біоремедіацію цих середовищ. Детоксикація йонів важких металів може відбуватися шляхом зміни валентності, наприклад відновлення Cr (VI) до Cr (III), який є менш мобільним і менш токсичним [Yin K., 2018]. До інших механізмів детоксикації важких металів належить зв'язування металів за участі хелаторів, такі як металотіонеїни і глутатіон [Choudhary M., 2017]. Відомо, що для біоремедіації стічних вод, забрудених важкими металами, можуть бути використані Saccharomyces cerevisiae, які утилізують плюмбум, нікель, цинк, Lysinibacillus sphaericus CBAM5 – кобальт, купрум, хром, плюмбум, Bacillus safensis JX126862 – кадмій, Rhodopseudomonas palustris – плюмбум, кадмій, хром [Abatenh E., 2017]. 
Використання мікробних паливних елементів (МПЕ) є перспективним для біоремедіації стічних вод муніципального, побутового чи промислового походження з одночасною генерацією електричного струму [Do M., 2018]. МПЕ забезпечують біоконверсію речовин з одночасним формуванням електричного струму [Dowdy F., 2017]. Ця технологія характеризується відсутністю надлишку активного мулу, що є перевагою, порівняно з іншими способами біоремедіації середовища, наприклад з технологією із застосуванням активного мулу чи метантенку [Li He 2017; Santoro C., 2018;  Gajda I., 2018]. Відомо про використання стічних вод різного походження для формування електричного струму у МПЕ, зокрема побутових стічних вод, стічних вод свиноферм, харчової промисловості, пивоварного заводу [Tharali A., 2016; Chaturvedi T., 2016]. Порівняно із чистими субстратами, наприклад, за використання ацетату, бутирату чи пропіонату, комплексні субстрати різного походження стічних вод можуть створювати певні труднощі для формування електричного струму мікроорганізмами-екзоелектрогенами. Крім того, стічні води містять у високих концентраціях сполуки амонію, важких металів та інших токсичних речовин, які можуть згубно впливати на клітини мікроорганізмів [Tharali A., 2016, Chaturvedi T., 2016]. Для використання у процесах біоремедіації забруднених сполуками важких металів та іншими ксенобіотиками вод і ґрунтів важливо використовувати культури бактерій, які виділені з техногенних середовищ і тому мають біотехнологічно важливі властивості: стійкість до високих концентрацій гідроген сульфіду, нітратів, нітритів, сульфатів, важких металів, психротолерантність тощо [Hnatush S., 2020]. Пошук штамів, стійких до компонентів стічних вод і здатних формувати електричний струм за росту на цих субстратах, відкриває нові можливості для удосконалення МПЕ.
2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1. Виділення мікроорганізмів та середовища для їх вирощування 

У роботі використовували середовища такого складу [Гудзь С.П., Гнатуш С.О. та ін., 2014]:

· Гептадецилсульфатний агар (Tergitol-7) для диференціації бактерій роду Pseudomonas: пептон – 10,0 г; дріжджовий екстракт – 6,0 г; м'ясний екстракт – 5,0 г; лактоза – 20,0 г; бромтимоловий синій – 0,05 г; tergitol-7 – 0,1 г; дистильована вода – 1 л; агар – 13,0 г. рН 7,2 ± 0,2.

· Legionella cye agar base для визначення бактерій роду Legionella: активоване вугілля – 2,0 г; дріжджовий екстракт – 10,0 г; агар – 13,0 г; дистильована вода – 1 л. рН 6,9 ± 0,2.
·  Середовище Ендо для визначення ентеробактерій: пептон – 20,5 г; лактоза – 10,0 г; NaCl – 5,0 г; Na2SO3 – 2,5 г; лужний фуксин – 0,5 г; агар – 20,0 г; дистильована вода – 1л. рН 6,8-7,0.
· Середовище Рапопорта–Васіліадіса для ідентифікації бактерій роду Salmonellа: триптон Bacto – 4,54 г; NaCl – 7,2 г; KH2PO4 – 1,45 г; MgCl2 – 13,4 г; малахітовий зелений – 0,036 г; агар – 20 г; дистильована вода – 1 л. рН 5,1 ± 0,2.
· Середовище Кліглера для ідентифікації грамнегативних кишкових бактерій: лактоза – 10,0 г; глюкоза – 1,0 г; FeSO4 – 0,2 г; казеїновий пептон – 10,0 г; агар – 12,0 г; дистильована вода – 1л. рН 7,2-7,6.
· Селективне середовище для Bacillus cereus: пептон – 1,0 г; манітол – 10,0 г; NaCl – 2,0 г; MgSO4 – 0,1 г; Na2HPO4 – 2,5 г; KH2PO4 – 0,25 г; бромтимоловий синій – 0,12 г; CH3(CO)COOH – 10,0 г; агар – 15,0 г; дистильована вода – 1 л. рН 7,2 ± 0,2.
· Жовчно-ескуліновий агар з азидом натрію для виявлення та диференціації стрептококів групи D: казеїновий пептон – 17,0 г; пептон – 3,0 г; дріжджовий екстракт – 5,0 г; NaCl – 5,0 г; ескулін – 1,0 г; Fe(NH4)3(C6H5O7)2 – 0,5 г; жовч бика – 10,0 г; NaN3 – 0,15 г; агар – 15,0 г; дистильована вода – 1 л. рН 7,1 ± 0,2.
· Середовище VRB (Violet Red Bile Lactose) для виявлення ентеробактерій: лактоза – 10,0 г; панкреатично перетравлений желатин – 7,0 г; NaCl – 5,0 г; дріжджовий екстракт – 3,0 г; солі жовчних кислот – 1,5 г; нейтральний червоний – 30,0 г; агар – 15,0 г; дистильована вода – 1 л. рН 7,2± 0,2.

· Середовище VRBD (Violet Red Bile Dextrose) для виявлення ентеро-бактерій: дріжджовий екстракт – 3,0 г; пептон – 7,0 г; солі жовчних кислот – 1,5 г; глюкоза – 10,0 г; NaCl – 5,0 г; нейтральний червоний – 0,03 г; кристалічний фіолетовий – 0,002 г; агар – 13,0 г; дистильована вода – 1 л. рН 7,4 ± 0,2.

· Триптон-соєвий агар: панкреатичний гідролізат казеїну – 15 г; папаїновий гідролізат соєвих бобів – 5 г; NaCl – 5 г; агар – 15 г; дистильована вода – 1 л. рН 7,3 ± 0,2.

· М’ясопептонний агар (МПА) для бактерій, що засвоюють нітроген органічних сполук: м’ясопептонний бульйон (МПБ) – 1 л; агар – 20,0 г; рН 7,0.

· Голодний агар для оліготрофних мікроорганізмів: МПБ – 100 мл; агар – 20,0 г; дистильована вода – до 900 мл; рН 7,0.

· Крохмально-аміачний агар для бактерій, що засвоюють мінеральні форми нітрогену: крохмаль – 10,0 г; (NH4)2SO4 – 2,0 г; K2HPO4 – 1,0 г; MgSO4 – 1,0 г; CaCO3 – 3,0 г; агар – 20 г; дистильована вода – до 1000 мл; рН 7,0.

· Середовище Ешбі для олігонітрофільних: C6H12O6 – 20,0 г; K2HPO4 – 0,2 г; NaCl – 0,2 г; MgSO4×7H2O – 0,4 г; K2SO4 – 0,1 г; CaCO3 – 5,0 г; агар – 20,0 г; дистильована вода – до 1 л; рН 7,0.

· Середовище Бейєринка для безбарвних сіркоокиснювальних нейтрофільних бактерій, розчин А: Na2S2O3×5H2O – 5,0 г; NaHCO3 – 1,0 г; NH4Cl – 0,1 г; Na2HPO4×12H2O – 0,2 г; MgCl2×6 H2O – 0,1 г; агар – 20,0 г; водопровідна вода – до 900 мл. Розчин Б: FeSO4×7H2O – 1,0 г, Na3C6H5O7 – 3,0 г  розчиняли у 100 мл дистильованої води. Після стерилізації до розчину А вносили 1 мл розчину Б; рН 9,2± 0,2.
· Середовище Чапека для мікроміцетів: сахароза – 30,0 г, або глюкоза – 20,0 г; NaNO3  – 2,0 г; K2HPO4  – 1,0 г; MgSO4×7H2O – 0,5 г; KCl – 0,5 г; FeSO4×7H2O – 0,1 г; агар – 15,0 г; розчиняли у 1 л дистильованої води.
 рН 7,3 ± 0,2.

· Середовище Гільтая для денітрифікувальних бактерій. Готують 2 розчини. Розчин 1: KNO3 – 2,1 г; аспарагін – 1 г; дистильована вода – 250 мл. Розчин 2: лимоннокислий натрій – 5,0 г; KH2PO4 – 2,0 г; MgSO4 – 2,0 г; CaCl2 – 2,0 г; FeCl3 – сліди; дистильована вода – 500 мл. Розчини об’єднують, доводять pH до 6,8 – 7,0 і доводять об’єм дистильованою водою до 1 л. 

· Середовище Піковської для мікроорганізмів, які метаболізують фосфор неорганічних сполук: глюкоза – 20,0; Ca3(PO4)2 – 5,0; NaCl – 0,2; MgSO4 – 0,1; MnSO4 – сліди; FeSO4 – сліди; агар – 20,0.

· Середовища Виноградського для нітрифікаторів:

Першої фази нітрифікації: (NH4)2SO4 – 2,0 г; K2HPO4 – 1,0 г; MgSO4×7H2O – 0,5 г; NaCl – 2,0 г; FeSO4×7H2O – 0,05 г; CaCO3  – 5,0 г; вода водопровідна – 1 л. Стерилізували 30 хв за 1,0 атм.

2. Другої фази нітрифікації: NaNO2 – 1,0 г; K2HPO4 – 0,5 г; MgSO4×7H2O – 0,5 г; NaCl – 0,5 г; FeSO4×7H2O – 0,4 г; Na2CO3 – 1,0 г; вода водопровідна – 1 л. Стерилізували 30 хв за 1,0 атм.

Педотрофні мікроорганізми з озера інфільтратів отримували на агаризованому екстракті інфільтрату. Для подальших досліджень виділені на агаризованому інфільтраті штами мікроорганізмів висівали на селективні середовища та інкубували 24 години за температури +28…+30 °С. 

2.2. Визначення здатності до спороутворення
Пробірку на третину об'єму заповнювали інфільтратом, ставили на водяну баню і витримували упродовж 10 хв за температури 80 0С. За цієї температури гинуть безспорові мікроорганізми. Після пастеризації інфільтрат розводили у 10, 100 та 1000 разів розчином NaCl (0,9%) і висівали на відповідні середовища (див. пункт 2.1). Визначення чисельності спороутворювальних мікроорганізмів проводили за методом прямого підрахунку КУО. 

2.3. Визначення спрямованості мікробіологічних процесів у інфільтраті 

Спрямованість мікробіологічних процесів у інфільтратах визначали за             К. Андреюк  та методиками, описаними В. Волкогоном зі співавторами [Волкогон В., 2010]. Коефіцієнт мінералізації-іммобілізації (Кмін-іммоб.) розраховували за формулою 2.1:

Кмін-іммоб.= СКАА/СМПА+ССА,             (2.1)

де СКАА, СМПА, ССА – кількість КУО/мл інфільтрату на крохмально-аміачному середовищі, м'ясо-пептонному агарі і сусло-агарі відповідно.

Коефіцієнт оліготрофності (Кол.) розраховували за формулою 2.2:

Кол. = СГА/ (СКАА+СМПА+ССА),        (2.2)

де СГА – кількість КУО/мл інфільтрату, що виросли на голодному агарі;

СКАА, СМПА, ССА – кількість КУО/мл інфільтрату на крохмально-аміачному середовищі, м'ясо-пептонному агарі і сусло-агарі відповідно.

Коефіцієнт педотрофності (Кпед.) розраховували за формулою 2.3:

Кпед. = СІ/ (СМПА+ССА),                (2.3)

де СІ – кількість КУО/мл інфільтрату, що виросли на агаризованому інфільтраті; СМПА, ССА – кількість КУО/мл інфільтрату на м'ясо-пептонному агарі і сусло-агарі відповідно.

2.4. Виділення металорезистентних штамів мікроорганізмів

Використовували відповідні середовища у які вносили розчини солей FeSO4, CdSO4, K2Cr2O7. Концентрація іонів феруму у середовищі для вирощування бактерій була 1,05 мг/л, іонів хрому – 0,47 мг/л, іонів кадмію – 0,025 мг/л. Вибрані концентрації солей металів відповідали вмісту цих сполук у інфільтраті Львівського полігону твердих побутових відходів [Середа А., 2018]. Відібрані штами мікроорганізмів висівали на ТСА, який містив 18 мМ ферум сульфату, 10 мМ калій біхромату, 0,24 мкМ кадмій сульфату. Розчини солей металів стерилізували методом фільтрації крізь нітроцелюлозні мембранні фільтри (діаметр пор – 0,45 мкм). 

2.5. Виявлення каталазної активності

Краплю 10% Н2О2 наносили на колонію досліджуваних бактерій. Виділення О2, яке добре помітно за утворенням міхурців газу, свідчить про каталазну активність в клітинах [Гудзь С.П., Гнатуш С.О. та ін., 2014].
2.6. Виявлення оксидазної активності

Для виявлення оксидазної активності використовували смужки, які містили N,N-диметил-p-фенілендиамін оксалат і α-нафтол. Результат вважали позитивним у разі забарвлення смужки у синій колір. Як тест-культури використовували бактерії Staphylococcus albus (оксидазопозитивні мікроорганізми) і Escherichia coli (оксидазонегативні мікроорганізми).

2.7. Використання вуглеводів та спиртів

Готували середовище на водопровідній воді, додаючи 0,5 % пептону і 
0,1% K2НРО4. Виготовлене середовище розлили по 10 мл у пробірки з поплавками, автоклавували за 0,5 атм 20 хв. Концентровані розчини вуглеводів і спиртів (10–40%) стерилізували окремо і вносили перед посівом досліджуваних бактерій. Після охолодження у пробірки засіяли 0,1–0,2 мл суспензії клітин досліджуваної культури і поставили в термостат (+30 °С) на три-п’ять діб [Гудзь С.П., Гнатуш С.О. та ін., 2014].
2.8. Відновлення нітратів

Здатність до відновлення нітрат-йонів виявляли у середовищі МПБ з 
0,2 % KNO3. Виготовлене середовище розливали в пробірки з поплавками, стерилізували за 1 атм 20 хв. Середовище засівали досліджуваною культурою бактерій та вирощували у термостаті сім–десять днів, тоді спостерігали за якісною реакцією на нітрат-йони і відновленням нітрит-йонів. Для виявлення нітрит-йонів до краплі культури на предметному склі додали краплю реактиву Грісса (суміш сульфанілової кислоти і 2-нафтіламіну в кислому середовищі). За наявності нітрит-йонів утворюється азосполука червоно-рожевого кольору. Відновлення нітритів до N2 визначали за нагромадженням газу в поплавку [Гудзь С.П., Гнатуш С.О. та ін., 2014].
2.9. Розрідження желатини

Розрідження желатини спостерігали після посіву суспензії досліджуваної культури бактерій уколом у стовпчик м’ясо-пептонної желатини. Бактерії культивували за кімнатної температури сім-десять діб. Розрідження желатину або відсутність цієї ознаки оцінювали візуально, реєструючи інтенсивність та форму розрідження [Гудзь С.П., Гнатуш С.О. та ін., 2014].

2.10. Гідроліз крохмалю

Для виявлення здатності мікроорганізмів розщеплювати крохмаль, а отже, утворювати амілазу, використовували метод посіву штрихом на агаризоване поживне середовище, яке містить 1–2 % крохмалю. Після чотирьох-семи діб вирощування ріст оцінювали візуально (наявність росту свідчить про здатність засвоювати крохмаль). Для визначення ступеня гідролізу крохмалю амілолітичними ферментами цієї культури мікроорганізмів колонії заливали розчином Люголя. Середовище з крохмалем зафарбується в синій колір, а зони, де відбулося розщеплення крохмалю, залишаться світлими, або зафарбуються в червоно-бурий колір (реакція на декстрин). За розміром зони можна визначити й відносну амілолітичну активність [Гудзь С.П., Гнатуш С.О. та ін., 2014]. 

2.11. Утворення індолу

Індол виявляли за якісною реакцією з реактивом Ерліха (1 г парадиметиламінобензальдегіду розчиняли в 95 мл 96% етанолу, до якого додати 20 мл концентрованої НСl). МПБ з 0,01% триптофану розливали по
 8–10 мл у пробірки і стерилізували за 0,5 атм 20 хв. Після охолодження засівали суспензією досліджуваних бактерій. Через п’ять–сім діб вирощування проводили якісну реакцію на індол. Для цього у пробірки з культурою вносили 1 мл реактиву Ерліха. За наявності індолу з’являється червоне забарвлення [Гудзь С.П., Гнатуш С.О. та ін., 2014].

2.12. Визначення потреби у кисні

Потребу в кисні оцінювали за характером росту після посіву бактерій уколом у стовпчик МПА в пробірці. Облігатні аероби ростуть на поверхні середовища, мікроаерофіли – на деякій відстані від поверхні, факультативні анаероби – по всій товщі стовпчика, облігатні анаероби – тільки в глибині стовпчика МПА [Гудзь С.П., Гнатуш С.О. та ін., 2014].

2.13. Виділення аміаку

Використовували МПБ, який розливали у пробірки по 10 мл. За допомогою ватного корка всередині пробірки прикріпили лакмусовий папірець, змочений дистильованою водою. Щільно закрили (ліпше використати пергаментний папір або поліетиленову плівку) і стерилізували за 1 атм 20 хв, після чого засіяли досліджуваною культурою. Якщо в процесі вирощування мікроорганізмів виділяється аміак, то він змінює забарвлення лакмусового папірця з рожевого на синій [Гудзь С.П., Гнатуш С.О. та ін., 2014].
2.14. Виявлення сірководню

Використовували МПБ, до якого перед посівом додали 0,01 % цистеїну. За допомогою ватного корка прикріпили усередині пробірки папірець, насичений плюмбум ацетатом. Стерилізували за 1 атм 20 хв, після чого засіяли досліджуваною культурою. Вирощували упродовж трьох-семи діб. У разі виділення сірководню простежується почорніння папірця. Його сріблястий полиск свідчить про утворення меркаптану мікроорганізмами [Гудзь С.П., Гнатуш С.О. та ін., 2014].

2.15. Фарбування мікроорганізмів за Грамом
Фарбування мікроорганізмів за Грамом проводили з використанням набору барвників виробництва Merсk, США. На предметному склі виготовляли фіксований мозок бактерій. На фіксований препарат наносили 5–10 крапель розчину кристалічного фіололетового (реагент 1, Crystal violet solution). Витримували препарат під барвником упродовж 1 хв. Не промиваючи препарат, заливали його розчином Люголя (реагент 2) до повного почорніння (на 1 хв). Зливали розчин Люголя і ретельно наносили деколоризуючий розчин (реагент 3) на мазок поки він не набуде сіро-блакитного забарвлення. Розчини обережно змивали дистильованою водою. Ступінь знебарвлення контролювали під мікроскопом (об’єктив 8×). На знебарвлені зразки ретельно наносили розчин сафраніну (реагент 4). Витримували препарат під барвником 1 хв і змивали обережно дистильованою водою. Розглядали препарат в імерсійній системі мікроскопа Zeiss Scope A1 з камерою Zeiss Axiocam 503 color.

2.16. Визначення біохімічних властивостей досліджуваних штамів

Для визначення біохімічних властивостей досліджуваних штамів використовували систему RapID™ ANA II (Remel Europe Ltd, Великобританія). Посівний матеріал для аналізу вирощували на ТСА. Вирощену культуру суспендували у буфері Inoculation Fluid Rapid™ (2 мл) до появи візуальної мутності, що відповідає стандарту мутності № 3 за МакФарландом. Отриману тест-суспензію вносили у планшети системи RapID™ ANA II згідно з інструкцією виробника [www.remel.com]. Інкубували планшети RapIDTM ANA II за температури +37 ˚С в термостаті упродовж 4 годин. Аналіз проводили у два етапи. На першому етапі оцінювали зміни забарвлення в усіх 10 лунках, використовуючи таблицю критерій для інтерпретації результатів. На другому етапі до реакційних лунок 3–9 додавали 2 краплі реактиву RapIDTM II Reagent. Оцінювали зміни забарвлення в лунках, використовуючи таблицю критерій для інтерпретації результатів. В лунку № 10 додавали 2 краплі реактиву RapIDTM Spot Indole Reagent. Після 30 секунд оцінювали зміну забарвлення реакційної лунки № 10.

2.17. Конструкція мікробного паливного елементу

У роботі використовували однокамерний мікробний паливний елемент (МПЕ). Анодний і катодний простори однокамерного МПЕ були розділені протон-обмінною мембраною (Millipore, розмір пор – 0,20 мкм) площею 44 см2. Площа аноду була 16 см2.  Об’єм анодного і катодного простору був відповідно 50 мл та 250 мл. Як аноліт застосовували культури бактерій із експоненціальної фази росту, вирощені на середовищі ТСА. Католітом був 0,1% розчин KMnO4. Силу струму в МПЕ визначали, використовуючи амперметр М4200, а різницю потенціалів між електродами – мультиметром DT-830C. Для створення опору до електродів приєднували резистор, опір якого становив 2,4 кОм [Hnatush S., 2020].
2.18. Визначення хімічного поглинання кисню стічної води

Хімічне поглинання кисню (ХПК) визначали за методом, описаним у роботі [Wang J.-P., Dong Q.-H., 2018]. До 20 мл стічної води додавали 80 мл дистильованої води. До отриманого розчину дадавали 5 мл розведеної сульфатної кислоти (1:3), 10 мл 0,01 M розчину KMnO4. Отриманий розчин кип’ятили упродовж 10 хв. Після кип’ятіння до утвореного розчину додавали 10 мл 0,005 М розчину щавлевої кислоти. Після того як розчин став прозорим додавали по 50 мкл 0,01 Н розчину KMnO4 до зміни забарвлення з прозорого до фіолетового. Контролем була дистильована вода. ХПК розраховували за формулою (2.4):
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де: ХПК – хімічне поглинання кисню, г О2/л стічної води;

V1 – об’єм 0,01 M розчину KMnO4, необхідного для титрування; дистильованої води до зміни забарвлення з прозорого на фіолетовий;

V2 – об’єм 0,01 M розчину KMnO4, необхідного для титрування проби стічної води до зміни забарвлення з прозорого на фіолетовий;

80 – об’єм дистильованої води, доданої на початку експерименту;

20 – об’єм проби води, взятий для аналізу на ХПК.

2.19. Статистичне опрацювання результатів

Статистичне опрацювання результатів проводили з використанням програмних пакетів Microsoft Exсel 2003 та Origin 8.0. Вираховували основні статистичні показники за безпосередніми даними (середнє арифметичне – М; стандартна похибка середнього арифметичного – m). Для оцінки достовірності різниці між статистичними характеристиками трьох альтернативних сукупностей даних обраховували коефіцієнт Стьюдента.

3. РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
3.1. Групи мікроорганізмів у інфільтраті Львівського полігону твердих побутових відходів

Досліджено групи мікроорганізмів в інфільтраті Львівського полігону твердих побутових відходів у пробах, відібраних з відстійника № 5 з поверхні озера інфільтратів та глибин 0,5 та 1 м (рис. 3.1). 
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	Рис. 3.1. Чисельність мікроорганізмів різних еколого-трофічних груп у пробі інфільтрату Львівського полігону ТПВ, відібраній з глибини: А – 0 м; Б –  0,5 м; В – 1 м


Домінуючою еколого-трофічною групою в усіх відібраних пробах були педотрофні мікроорганізми, що обумовлено їх трофічною специфічністю та стійкістю до токсичних сполук інфільтрату. Серед педотрофних мікроорганізмів були спороутворювальні і неспроутворювальні види. Крім педотрофних мікроорганізмів, чисельними еколого-трофічними групами в інфільтраті відстійника № 5 були оліготрофні мікроорганізми, нітрифікувальні та бактерії, які метаболізують фосфати неорганічних сполук,  та мікроорганізми, що засвоюють неорганічні сполуки нітрогену.

Переважання певних еколого-трофічних груп у біотопі є відображенням фізико-хімічних процесів у ньому. Домінування педотрофних мікроорганізмів в усіх досліджених пробах інфільтрату, ймовірно, свідчить про значне техногенне навантаження водойми, в результаті якого сформувалася унікальна еколого-трофічна група мікроорганізмів, яка здатна деградувати токсичні органічні речовини, у тому числі фенол, і одночасно є стійкою їх впливу та впливу іонів важких металів, сполук нітрогену, хлоридів. 

Досліджено спрямованість мікробіологічних процесів у інфільтраті Львівського полігону твердих побутових відходів. У всіх досліджених зразках інфільтрату найвищим був коефіцієнт педотрофності, що свідчить про інтенсивний розклад мікроорганізмами органічних речовин, які містяться у водоймі. Найвищим цей показник був у пробі інфільтрату, відібраної з глибини 1 м і становив 3610,9±50. Найнижчим цей показник був у зразку інфільтрату з поверхні відстійника (табл. 3.1). 

Таблиця 3.1
Спрямованість мікробіологічних процесів

	Проба
	Коефіцієнти спрямованості мікробіологічних процесів

	
	Кмін.-іммоб.
	Кол.
	Кпед.

	З поверхні
	1,93±0,05
	1±0,06
	10,16±0,06

	0,5 м
	4,09±0,06
	0,32±0,01
	71,4±2,1

	1 м
	46,7±0,4
	0,001±0,006
	3610,9±50


Коефіцієнт оліготрофності відображає зниження вмісту органічних речовин у водоймі [Волкогон В., 2010]. Значення цього показника у всіх досліджуваних інфільтратах було незначним і коливалося в межах 0,001–1. Ці дані свідчать про високий вміст органічних речовин та низьку чисельність оліготрофних мікроорганізмів.

Коефіцієнт мінералізації віддзеркалює переважання процесів розкладу органічних речовин над їх синтезом [Волкогон В., 2010]. Найвище значення коефіцієнта мінералізації зафіксовано в пробі інфільтрату, відібраної на глибині 1 м. Цей коефіцієнт становить 46,7±3,1. У всіх інших досліджених зразках інфільтрату коефіцієнт мінералізації був у межах 1,93–4,09. 

Отже, в результаті аналізу коефіцієнтів, які відображають спрямованість мікробіологічних процесів у інфільтраті, можна припустити, що у досліджуваному відстійнику інфільтратів процеси розкладу органічних речовин переважають над їх синтезом. Високе значення коефіцієнту педотрофності, ймовірно, свідчить про значний вміст органічних речовин, які здатні деградувати педотрофні мікроорганізми інфільтрату. Ці мікроорганізми сформували унікальну еколого-трофічну групу і розщеплюють органічні речовини, які є у інфільтраті, у тому числі і токсичні, та є стійкими до дії сполук важких металів і інших токсичних сполук. Внаслідок стійкості до іонів важких металів та здатності деградувати широкий спектр органічних речовин педотрофні мікроорганізми характеризуються значним біотехнологічним потенціалом.      

3.2. Виділення стійких до впливу важких металів мікроорганізмів
Мікроорганізми, виділені із інфільтратів Львівського полігону ТПВ, є перспективними для створення біотехнологій для очищення забруднених вод, оскільки є стійкими до впливу поширених полютантів, зокрема іонів важких металів. Дослідження фізіології мікроорганізмів, виділених із техногенно забруднених територій, є важливим для розуміння регуляції метаболізму бактерій за стресових умов, у тому числі за впливу іонів важких металів, механізмів формування резистентності мікроорганізму до впливу стресового чинника і для створення ефективних технологій біоремедіації стічних вод.

Було виділено 20 штамів мікроорганізмів, які виявилися стійкими до впливу 3 мМ ферум сульфату, 0,067 мМ кадмій сульфату і 1,6 мМ калію біхромату. Обрані концентрації солей металів перевищують ГДК у 3,5; 16 та 32 рази, відповідно, та відповідають вмісту цих сполук у інфільтраті Львівського полігону ТПВ. 

Оскільки інфільтрати сміттєзвалищ можуть бути джерелом патогенних мікроорганізмів, тому всі виділені штами з висівали на диференціально-діагностичні середовища для визначення ентеробактерій, коліформних бактерій, бактерій роду Pseudomonas, бактерій роду Legionellа, бактерій роду Bacillus, стрептококів групи D, бактерій роду Salmonellа тощо. Для подальшої роботи використовували 7 педотрофних штамів мікроорганізмів, які не утворювали характерних колоній на жодному з використаних диференціально-діагностичних середовищ. Відібрані штами мікроорганізмів висівали на триптон-соєвий агар, який містив 18 мМ ферум сульфату, 10 мМ калій біхромату, 0,24 мкМ кадмій сульфату (табл 3.2). 
Таблиця 3.2

 Ріст педотрофних штамів за впливу солей феруму, кадмію та хрому

	Штам
	Солі металів

	
	FeSO4
	CdSO4
	K2Cr2O7

	М2-2
	-
	+
	+

	М2-4
	+
	+
	+

	М3-4
	-
	±
	±

	К1-1
	+
	+
	+

	К2-1
	+
	-
	+

	К3-1
	+
	+
	-

	К4-1
	±
	-
	-


Примітка: «+» – значний ріст, «±» – помірний ріст «-» – не росли 

Штам К1-1 та М2-4 інтенсивно росли на середовищі з додаванням іонів феруму, кадмію та хрому. Штам М3-4 за наявності кадмій сульфату та калій біхромату ріс слабко, а на середовищі з додаванням ферум сульфату ріст цього штаму не спостерігали. Штам К3-1 ріс на середовищах з додаванням ферум та кадмій сульфату. Колонії були молочного кольору. Для штаму К2-1 був характерний повзучий ріст на середовищі з додаванням солей хрому та феруму. За наявності кадмій сульфату ріст не спостерігався. Штам  К4-1 ріс лише на середовищі з додаванням ферум сульфату.

3.3. Властивості металорезистентних штамів

Дослідили морфологічні (рис. 3.2) та культуральні властивості металорезистентних штамів. Штам М2-2 є грамнегативними коками, які на агаризованому середовищі утворюють плоскі, білого кольору колонії з нечіткими краями. Спор не утворюють. Нерухливі. Бактерії штаму М2-4 є грамнегативними коками, які на агаризованому середовищі утворюють випуклі, в'язкої консистенції жовті колонії з випуклим центром та нечіткими краями. На триптон-соєвому агарі ці бактерії виділяють жовтий пігмент, який забарвлює середовище. Спор не утворюють. Нерухливі. Колонії штаму М3-4 дрібного розміру (1–2 мм), білі блискучі, вологі, випуклі, з нерівними краями. Грамнегативні коки, неспороутворювальні. Нерухливі. Штам К1-1 утворює круглі випуклі колонії кремового кольору, які мають гладку блискучу поверхню. Це грамнегативні неспороутворювальні коки. Нерухливі. Колонії штаму К2-1 та К3-1 мають схожу морфологію – круглі кремові колонії з випуклим центром. Це грамнегативні неспороутворювальні коки. Нерухливі. Штам К 4-1 утворює вологі кремові колонії з вдавленим центром, які мають кратероподібний профіль та нерівні краї. Це грампозитивні палички, які утворюють спори. Нерухливі.

Усі досліджені штами мікроорганізмів здатні метаболізувати нітроген органічних і неорганічних сполук, оскільки росли на середовищі МПА і крохмально-аміачному агарі. Також ці штами росли на голодному агарі. Припускаємо, що виділені мікроорганізми є факультативними оліготрофами. 
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	Рис 3.2. Морфологія колоній та клітин педотрофних штамів (Збільшення в 1000 разів)




Здатністю окислювати сірку характеризувалися штами К3-1 і К4-1. Штами М2-2, М2-4 і М3-4 характеризувалися целюлозоруйнівною активністю. Штами М2-2 і К4-1 здатні метаболізувати фосфор неорганічних сполук. Досліджувані штами мікроорганізмів були здатні до нітрифікації. Серед досліджуваних мікроорганізмів виявлено один штам К4-1, який був олігонітрофілом. 

Дослідили фізіолого-біохімічні властивості металорезистентних штамів. Встановили, що усі штами є каталазо- та оксидазопозитивні. Здатні засвоювати органічні нітрогеновмісні сполуки та утворювати відновлені форми нітрогену, зокрема, аміак. Штами М2-4, М3-4 та К3-1 метаболізують амінокислоти та виділять сірководень. Штами М2-2, К1-1 та К4-1 утворюють сірководень в незначній кількості. У штаму К2-1 цієї здатності не виявлено. Жоден з досліджуваних мікроорганізмів індолу та меркаптанів не утворює. Штами М2-2, М2-4, К2-1 та К3-1 як джерело нітрогену можуть також використовувати неорганічні сполуки нітрогену, здатні до нітрат редукції. Усі досліджувані штами здатні метаболізувати карбоновмісні органічні сполуки, зокрема, пентози (арабінозу), гексози (галактозу, фруктозу, манозу), дисахариди (лактозу), трисахариди (рафінозу), полісахариди (крохмаль), гірше розщеплюють шестиатомні спирти – сорбіт та маніт (табл. 3.3). 
Таблиця 3.3

Використання вуглеводів і спиртів педотрофнимии штамами

	Штам
	Джерело карбону

	
	арабіноза
	галактоза
	лактоза
	маніт
	рамноза
	рафіноза
	крохмаль
	сорбіт
	фруктоза

	М 2-2
	++
	++
	+++
	+
	-
	+++
	+++
	++
	+++

	М 2-4
	++
	+
	++
	+
	-
	++
	+++
	+
	+++

	М 3-4
	++
	++
	++
	+
	-
	++
	+++
	++
	+++

	К 1-1
	++
	++
	++
	+
	-
	++
	+++
	++
	+++

	К 2-1
	++
	++
	++
	+
	-
	++
	+++
	+
	+++

	К 3-1
	++
	++
	+
	+
	-
	++
	+++
	++
	+++

	К 4-1
	+++
	+++
	+
	+
	-
	+++
	+++
	+
	+++


Примітка: «+++» – інтенсивний ріст; «++» – помірний ріст; «+» – ріст;           «-» – росту не виявлено 

Використовуючи системи RapIDTM ANA II встановили, що жоден штам не має здатності розщеплювати уреазу і утворювати індол з триптофану. Найбільшу кількість ензимів виявлено у штаму К4-1. Цей штам характеризується (-глюкозидазною, (- глюкозидазною, фосфатазою, лейцилгліцинамінопептидазною, фенілаланінамінопептидазною, аргінінамі-нопептидазною, серинамінопептидазною, піролідонамінопептидазною активностями (додаток 1).

Перелічені фізіолого-біохімічні властивості досліджених штамів можуть бути корисними для подальшої ідентифікації.

3.4. Перспективні напрямки створення екобіотехнологій на основі металорестентних штамів, виділених з інфільтратів Львіського полігону твердих побутових відходів
Відомо, що стічні води володіють енергетичним потенціалом унаслідок наявності високої концентрації біоперетворювальних органічних сполук, однак, часто містять йони важких металів у високих концентраціях, які згубно впливають на життєдіяльність бактерій. Тому для створення екобіотехнологій для біоремедіації стічних вод важливо використовувати штами мікроорганізмів, які виділені із техногенно створених територій і характеризуються резистентністю до впливу токсичних речовин. Штами 
К 1-1, К 2-1, К 3-1, К 4-1, М 2-4 та М 3-4 виділені з інфільтратів Львівського полігону ТПВ є представниками автохтонної мікробіоти цього біотопу. Припускаємо, що ці штами мікроорганізмів сформували механізми резистентності щодо багатьох токсичних чинників, які присутні в інфільтраті, і тому можуть бути перспективними для створення біотехнологій очищення стічних вод, які місять високий вміст органічних речовин, забруднені іонами важких металів, сполук фенолу, нітрогеновмісних сполук.
Важливим показником стану стічних вод є хімічне поглинання кисню (ХПК). Після росту мікроорганізмів упродовж чотирьох діб ХПК стічної води знижувалося від 12 до 69 %, порівняно з контролем (рис. 3.3). Найбільш ефективно метаболізував сполуки стічної води штам М3-4.
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Рис 3.3. Ріст педотрофних штамів на стічній воді спиртового заводу (А) та зміни показника хімічного поглинання кисню стічної води спиртового заводу (Б)

Використання мікробних паливних елементів (МПЕ) є перспективним для біоремедіації стічних вод муніципального, побутового чи промислового походження з одночасною генерацією електричного струму [Do M., 2018]. МПЕ забезпечують біоконверсію речовин з одночасним формуванням електричного струму [Dowdy F., 2017]. Ця технологія характеризується відсутністю надлишку активного мулу, що є перевагою, порівняно з іншими способами біоремедіації середовища, наприклад з технологією із застосуванням активного мулу чи метантенку [He L., 2017; Santoro C.,  2018;  Gajda I., 2018].
Встановлено, що штами К1-1, К4-1 та М2-4 здатні формувати електричний струм за росту на триптон-соєвому бульйоні (рис. 3.4). Найвище значення густини потужності МПЕ (0,8±0,02 Вт/м2) було отримано за використання штаму М2-4 на 2 добу культивування. Зі збільшенням тривалості культивування бактерій до п’яти діб густина потужності МПЕ була стабільною і становила 0,7–0,8 Вт/м2. Після п’ятої доби вирощування штаму М2-4 зафіксовано зниження цієї величини. 
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Рис. 3.4. Густина потужності однокамерного мікробного паливного елементу упродовж тринадцяти діб культивування штамів К1-1, К4-1 та М2-4 за росту на триптон-соєвому бульйоні

Під час вирощування штаму К4-1 у МПЕ початкова густина потужності МПЕ становила 0,35±0,02 Вт/м2. Упродовж третьої, четвертої та п’ятої діб культивування було отримано найвище значення густини потужності (0,75±0,02 Вт/м2) для цього штаму. Зі збільшенням тривалості культивування цього штаму до тринадцятої доби зафіксовано зниження густини потужності МПЕ.

Досліджено формування електричного струму штамом К1-1. Найвище значення густини потужності (0,45±0,02 мВт/м2) було отримано на першу добу культивування. При подальшому культивуванні цього штаму зафіксовано зниження густини потужності. Встановлено, що штами М 3-4, К 3-1 та К 2-1 не здатні формувати електричний струм в однокамерному МПЕ за росту на триптон-соєвому бульйоні. 

ВИСНОВКИ

1. Домінуючою еколого-трофічною групою в усіх відібраних пробах були педотрофні мікроорганізми, що обумовлено їх трофічною специфічністю та стійкістю до токсичних сполук інфільтрату. Це унікальна еколого-трофічна група мікроорганізмів, яка здатна деградувати токсичні органічні речовини, наявні в інфільтраті, і одночасно є стійкою їх впливу та впливу іонів важких металів, сполук нітрогену, хлоридів. 
2. Відібрано сім штамів мікроорганізмів, стійких до впливу 18 мМ ферум сульфату, 10 мМ калій біхромату, 0,24 мкМ кадмій сульфату. Обрані концентрації сполук металів значно перевищують гранично допустимі концентрації і вміст цих солей у інфільтраті Львівського полігону твердих побутових відходів.

3. Досліджено морфолого-культуральні та фізіолого-біохімічні властивості металорезистентних штамів мікроорганізмів, які можуть бути корисними для їхньої подальшої ідентифікації.

4. Виділені металорезстентні штами мікроорганізмів здатні метаболізувати сполуки стічної води спиртового заводу та генерувати електричний струм у мікробному паливному елементі, що відкриває нові можливості для створення екобіотехнологій для біоремедіації стічних вод промислового та муніципального походження.
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Додаток 1

Ензиматична активність штамів мікроорганізмів, виділених з інфільтратів Львівського полігону твердих побутових відходів

	Субстрат
	Штам

	
	М2-2
	М2-4
	М3-4
	К1-1
	К2-1
	К3-1
	К4-1

	Уреаза
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	BLTS 
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	(-арабінозидаза  
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	β-галактозидаза 
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	(-глюкозидаза  
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+

	(- глюкозидаза
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+

	(-галактозидаза
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	(-фукозидаза 
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	N-ацетилглюкозамінідаза  
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Лужна фосфатаза 
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Лейцилгліцинамінопептидаза 
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+

	Гліцинамінопептидаза 
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	-

	Пролінаміопептидаза 
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	-

	Фенілаланінамінопептидаза 
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+

	Аргінінамінопептидаза
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+

	Серинамінопептидаза 
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Піролідонамінопептидаза 
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+

	Триптофаназа (утворення індолу) 
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-


Примітка: «+» – ознаку виявлено; «-» – ознаку не виявлено
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