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Аннотация. Микробиологические и химические исследования автохтонных мик-
робных сообществ отходов кучного выщелачивания (КВ) золота показали, что био-
деструкция содержащихся там цианидов и тиоцианатов осуществляется ими при 
щелочных значениях рН в средах, содержащих 260 и 150 ПДК данных соединений 
соответственно. Разнообразие доминирующих представителей микробных ассоциа-
ций, способных к разрушению цианидсодержащих соединений, определено по гену 16S 
рДНК и представлено родами Hydrogenophagа и Pseudomonas. Обсуждаются условия 
оптимизации культивирования и биотехнологический потенциал автохтонной микро-
биоты из отходов КВ. 
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микробные сообщества, молекулярно-генетическая идентификация, 16S рДНК, 
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Введение 

Кучное выщелачивание (КВ) золотосодержащих руд – это процесс из-
влечения драгоценного металла из подготовленного и уложенного в специ-
альный штабель минерального сырья раствором цианида натрия с после-
дующим извлечением золота из циркулирующих растворов [3; 6]. Отходы 
КВ не подвергаются дальнейшей переработке и обычно размещаются на 
месте производства [3; 8], становясь потенциальными источниками загряз-
нения окружающей среды цианидсодержащими соединениями. Цианиды – 
это соли цианистоводородной кислоты. Они чрезвычайно ядовиты и эколо-
гически опасны. Регулярное поступление высоких концентраций цианидов в 
виде отходов золотодобывающей промышленности создаёт большую опас-
ность для экосистемы в целом и для здоровья человека в частности.  

На сегодняшний день для решения проблемы детоксикации промыш-
ленных отходов КВ преимущественно используются химические методы 
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[17]. Эти методы являются дорогостоящими, не исключают повторного за-
грязнения окружающей среды используемыми реагентами и эффективны 
для свободного цианида (HCN, CN–) и цианидов, слабо связанных с метал-
лами. Известно, что в процессе КВ значительная часть цианидов связывает-
ся в комплексные соединения с тяжёлыми металлами [9], которые устойчи-
вы в природном окружении и могут разрушаться в биогеохимических преобра-
зованиях. Изучение биодеструкции цианидсодержащих соединений открывает 
широкие возможности для развития новых экологически эффективных и 
экономически выгодных ремедиационных технологий очистки отходов КВ.  

В ранее проведённых экспериментах показано, что культуры, изолиро-
ванные из отходов золотодобывающей промышленности, способны разру-
шать цианиды и родственные им соединения, используя их для реализации 
своих физиологических функций [20; 22; 23]. Известен ряд штаммов 
Pseudomonas stutzeri, P. putida, P. fluorescens, P. рseudoalcaligenes, Bacillus 
pumilus, Alcaligenes xylosooxidans, Thiobacillus thioparus, Paracoccus 
thiocyanatus, Thioalkalivibrio thiocyanoxidans и др. [10; 17; 21 и др.], которые 
используются в технологиях обезвреживания отходов КВ в странах с тёп-
лым климатом. Однако использование известных штаммов в регионах с рез-
ко континентальным климатом невозможно, так как возникает трудность в 
поддержании культур в активном функциональном состоянии при значи-
тельных суточных и сезонных колебаниях температур. В некоторых случаях 
отдельные члены микробных ассоциаций в виде изолированных культур не 
могут использовать химически стабильные соединения из-за энергетических 
барьеров [14], поэтому автохтонные микроорганизмы и их сообщества 
представляют большой биотехнологический потенциал для разработки ме-
тодов биодеградации цианидсодержащих соединений до простых веществ и 
решения проблемы загрязнения окружающей среды. 

Целью настоящего исследования является изучение автохтонных мик-
робных сообществ из отходов КВ. 

Материалы и методы 

Отбор проб для исследования проводили в 2012 г. на одном из золото-
рудных месторождений на территории Республики Саха (Якутия). Пробы 
руды, переработанной методом КВ, заливали парафином, транспортировали 
и хранили до исследования при температуре 4 °С. 

Химический анализ водной фазы руды проводили с использованием 
следующих методов: ионный состав кальция, магния и хлоридов измеряли 
титриметрическим методом (ПНД Ф 14.1:2.95–97, ПНД Ф 14.1:2.98–97, 
ПНД Ф 14.1:2.96–97, соответственно), сульфатов – турбидиметрическим 
(ПНД Ф 14.1:2.159–2000), цианидов и тиоцианатов – фотометрическим с пири-
дином и барбитуровой кислотой (ПНД Ф 14.1:2.56–96, ПНД Ф 14.1:2:4.156–99, 
соответственно), а общее солесодержание – гравиметрическим (ПНД Ф 
14.1:2:4.114-97). Элементный состав металлов определяли методом атомно-
эмиссионной спектрометрии с индуктивно-связанной плазмой (ПНД Ф 
14.1:2:4.135–98). 
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Для оптимизации условий культивирования и определения биотехноло-
гического потенциала микробных сообществ отходов КВ проводили посев 
1 мл водной вытяжки (1 г руды на 100 мл стерильной H2Oдист.) в 150–200 мл 
селективной среды, рекомендованной [5; 10] (г/дм3): K2HPO4 – 3,0; CaCl2 – 
0,25; MgCl2×6H2O – 0,01. Эта среда содержала предложенные нами модифи-
кации: с наличием или отсутствием FeCl3 (0,01 г/дм3) и NaHCO3 (0,5 г/дм3), с 
разными концентрациями цианидов (NaCN 0,025, 0,07 и 0,25 г/дм3), тиоциа-
натов (KSCN 0,025, 0,25 и 0,6 г/дм3) и смеси этих соединений (суммарная 
концентрация CN‒ и SCN‒-ионов 0,35 г/дм3). В качестве дополнительного 
источника углерода добавляли ацетат натрия (8,3 г/дм3) или сахарозу 
(5,0 г/дм3), использовали следующие значения рН: 2, 8, 10 (рис. 1). Для пре-
дотвращения улетучивания цианида колбы инкубировали с резиновыми (для 
сред, содержащих CN‒) и ватно-марлевыми (для сред, содержащих SCN‒) 
пробками на орбитальном шейкере (New Brunswick Scientific, США) при 
28 °С и 160 об/мин. Конечную концентрацию цианидов и тиоцианатов измеря-
ли в экспериментах фотометрическим методом с пиридином и барбитуровой 
кислотой (ПНД Ф 14.1:2.56-96 и ПНД Ф 14.1:2:4.156-99, соответственно). 

 
Рис. 1. Схема экспериментов по оптимизации условий культивирования и оп-

ределения биотехнологического потенциала микробных сообществ отходов КВ 
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Кинетику роста накопительной культуры определяли путём измерения 
оптической плотности на спектрофотометре КФК-2-УХЛ 4.2 (Россия) при 
длине волны λ = 590 нм в кюветах объёмом 2,5 мл и толщиной 0,5 см. В ка-
честве контроля использовали стерильную селективную среду без пробы. 
По полученным данным строили кинетические кривые роста бактерий в по-
лулогарифмических координатах. 

Идентификацию накопительных культур проводили молекулярно-
генетическим анализом фрагментов гена 16S рРНК [4]. Выделение ДНК 
осуществляли коммерческим набором AxyPrep Bacterial Genomic DNA 
(Axygen Biosiences, США). Амплификацию вели на консервативных бакте-
риальных праймерах (500L–1350R), ампликоны анализировали в агарозном 
геле, элюировали методом замораживания-оттаивания с последующим кло-
нированием и секвенированием [4]. Нуклеотидные последовательности оп-
ределяли на автоматическом секвенаторе ABI310A (ABI PRISM 310 Genetic 
Analyzer) в ЦПК «Геномика» СО РАН (г. Новосибирск). Сравнительный 
анализ полученных последовательностей проводили с помощью пакета про-
грамм FASTA [24]. Нуклеотидные последовательности полученных изоля-
тов депонированы в международную базу данных и им присвоены следую-
щие номера: HG514309–HG514358. 

Результаты и обсуждение  

Химический анализ водной фазы руды, переработанной методом КВ, 
показал наличие высоких концентраций сульфатов, цианидов и тиоцианатов 
и значительное содержание таких тяжёлых металлов, как медь, железо и 
мышьяк (табл.). В ходе добычи и обогащения руд резко интенсифицируются 
процессы окисления, приводящие зачастую к весьма высоким концентраци-
ям сульфат-ионов и тяжёлых металлов [12]. За счёт выщелачивания меди, 
железа и мышьяка из исходного связанного состояния происходит их пере-
ход в подвижную форму в составе растворимых комплексов, в отходах КВ 
детектируются повышенные значения этих металлов по сравнению с ПДК. 
Кроме этого, в технологическом процессе КВ применяют относительно высо-
кие концентрации цианидсодержащих соединений, что объясняет наличие в 
составе исследуемых образцов 267,1 и 2,8 мг/дм3 цианидов и тиоцианатов соот-
ветственно (см. табл.).  

Таблица 
Химический состав жидкой фазы руды, переработанной методом КВ 

Определяемые компоненты Концентрация, мг/дм3 
ПДК (водные объекты  
рыбохозяйственного  
назначения), мг/дм3 

рН, ед 10,2 – 
Общее солесодержание 2064,0 – 

Катионы 
Кальций 22,0 180,0 
Магний н. д. 40,0 

Анионы 
Сульфаты 355,1 100,0 



АВТОХТОННЫЕ МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА 

 

59 

Окончание табл.  

Определяемые компоненты Концентрация, мг/дм3 
ПДК (водные объекты  
рыбохозяйственного  
назначения), мг/дм3 

Хлориды 35,5 300,0 
Цианиды 267,1 0,05 
Тиоцианаты 2,8 0,1 

Элементы 
Медь 280,0 0,001 
Цинк 0,01 0,01 
Железо 1,2 0,1 
Мышьяк 1,6 0,05 

Примечание: «н. д.» – концентрация компонента не детектирована 

Учитывая, что отходы КВ в естественных условиях хранятся длитель-
ное время, их можно рассматривать как аналог накопительной культуры, в 
которой развивается особое специфическое микробное сообщество, способ-
ное расти в присутствии высоких концентраций цианистых соединений. Для 
оптимизации условий культивирования микробных ассоциаций в селектив-
ную среду как стрессовые факторы вводили цианид, тиоцинат или комплекс 
CN‒ и SCN‒-ионов. Для активации автохтонной микробиоты в качестве био-
стимуляторов в среды с щелочной реакцией вносили дополнительные ис-
точники углерода (ацетат или сахарозу), гидрокарбонат натрия и/или хлорид 
железа (III).  

В ходе определения кинетики роста накопительных культур из 10 
предложенных нами модификаций среды S-образная кривая роста была от-
мечена в средах, содержащих тиоцианаты и комплекс CN‒ и SCN‒-ионов 
(рис. 2). В прочих модификациях стабильный рост микроорганизмов не де-
тектирован.  

При использовании в селективных средах дополнительных источников 
углерода рост отмечен как с ацетатом натрия, так и с сахарозой (см. рис. 2, 
А). Ввиду того, что цианид способен вступать в химическую реакцию с не-
которыми кето-группами (реакция Kiliani) [18], введения сахарозы или ана-
логичных источников углерода в питательные среды следует избегать, по-
этому для биостимуляции автохтонного микробного сообщества, адаптиро-
ванного к высоким концентрациям цианидсодержащих соединений, может 
быть использован ацетат натрия.  

В модификациях, содержащих комплекс CN‒ и SCN‒-ионов и хлорид 
железа (III), переход из лаг-фазы в фазу ускоренного роста накопительной 
культуры происходит после 210 ч культивирования (рис. 3, А). По-
видимому, FeCl3 выступает как ингибитор роста микробного сообщества и 
его использование в качестве биостимулятора нецелесообразно. Однако при 
введении хлорида железа (III) в среды с тиоцианатом рост культуры наблю-
дается после 72 ч и соответствует S-образной кривой (см. рис. 2, Б; 3, Б). 
Это объясняется тесной взаимосвязью биогеохимических циклов железа и 
серы [7].  
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Рис. 2. Кривые роста накопительных культур из отходов КВ в модифициро-

ванных средах, содержащих комплекс CN‒ и SCN‒-ионы (А) и тиоцианат (Б) 
 
Наличие высоких концентраций цианидов и тиоцианатов в среде оби-

тания микробных сообществ приводит не только к адаптации (появление 
цианидрезистентного дыхания [1; 2]) последних, но и к выработке ими фер-
ментов, катализирующих деградацию цианистых соединений [19; 23]. Для 
определения биотехнологического потенциала микробных сообществ отхо-
дов КВ (см. рис. 1), использовали модификации среды с низкими и высоки-
ми концентрациями цианидов (NaCN 0,025 и 0,25 г/дм3) и тиоцианатов 
(KSCN 0,025 и 0,25 г/дм3), в качестве дополнительного источника углерода 
вводили ацетат натрия. В экспериментах кроме модификаций с щелочными 
значениями рН, которые характерны для отходов КВ, использовали моди-

А 
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фикации с кислыми условиями среды, так как в процессе добычи и обога-
щения руд при окислении сульфидов прослеживается подкисление среды 
[13; 15]: культивирование вели при 2, 8 и 10 рН (см. рис. 1). Известно, что 
синильная кислота под действием сильных кислот легко переходит в газо-
образное состояние [11], поэтому для предотвращения улетучивания HCN 
культивирование проводили с резиновыми пробками. 

 

 
Рис. 3. Кривые роста накопительных культур из отходов КВ в модифициро-

ванных средах, содержащих комплекс CN-, SCN--ионы и FeCl3 (А) и тиоцианат и 
FeCl3 (Б) 

 
 

А 

Б 



М. П. БЕЛЫХ, С. В. ПЕТРОВ И ДР.  

 

Известия Иркутского государственного университета  
2014. Т. 9. Серия «Биология. Экология».  С. 55–67 

62 

Эксперименты показали, что эффективная деструкция цианидов до со-
держания 0,4–3,3 мг/дм3 идёт в модификациях, содержащих 13 мг/дм3 
(260 ПДК) этого соединения, как в щелочной, так и в кислой среде (рис. 4, 
А). Введение ацетата натрия как биостимулятора в данном случае не влияет 
на процесс разрушения цианида. Однако в модификациях, содержащих 
130 мг/дм3 CN‒ (2600 ПДК), значительная деградация цианида (до 38 мг/дм3) 
отмечается только в щелочной среде при введении дополнительного источ-
ника углерода. Другие модификации являются неэффективными для куль-
тивирования и стимуляции роста микробного сообщества отходов КВ. 

Полное обезвреживание тиоцианатов (до содержания < 0,02 мг/дм3) 
прослеживается в модификациях с 15 мг/дм3 (150 ПДК) этого соединения 
при щелочных значениях рН (рис. 4, Б). В модификациях, содержащих 
150 мг/дм3 (1500 ПДК) SCN‒, его деградация (до 43,1 мг/дм3) также отмеча-
ется в щелочной среде, она более эффективна при введении ацетата натрия. 
Обращает на себя внимание детекция цианида (0,45–11,7 мг/дм3) во всех 
модификациях, где не идёт эффективная деструкция тиоцианата, что может 
быть связано с биохимическим преобразованием тиоцианата в цианид.  

Таким образом, показано, что эффективная деструкция цианидов и 
тиоцианатов автохтонными микробными сообществами в отходах КВ про-
исходит в средах, содержащих 260 и 150 ПДК данных соединений соответ-
ственно. Ацетат натрия при щелочных значениях рН выступает в качестве 
биостимулятора микробного сообщества и приводит к повышению фермен-
тативной активности в присутствии 130 мг/дм3 CN‒ и 150 мг/дм3 SCN‒. 

В результате идентификации накопительных культур, способных к де-
струкции цианидсодержащих соединений, выявлено невысокое разнообра-
зие, представленное генотипами, относящимися к филуму Протеобактерий 
(классы Альфа-, Бета- и Гаммапротеобактерии). Сравнительный анализ по-
казал, что процент гомологии с ближайшими родственниками варьирует от 
98,3 до 99,9, что позволяет определить их родовую и видовую принадлеж-
ность [12]. Нами идентифицированы и зарегистрированы в международной 
базе данных представители родов Pseudomonas spp. (HG514309–HG514343), 
Hydrogenophaga spp. (HG514344–HG514356), Brevundimonas sp. (HG514358) 
и Methylobacterium sp. (HG514357). 

Как видно из рис. 5, контрольная проба, не содержащая CN‒ и SCN‒- 
ионов, а также дополнительный источник углерода, характеризуется наи-
большим разнообразием микробного сообщества, включающего разные 
штаммы Pseudomonas spp., Hydrogenophaga sp. и Brevundimonas sp. Отсут-
ствие некоторых штаммов (Pseudomonas sp. и Brevundimonas sp.) в накопи-
тельных культурах, содержащих цианид и тиоцианат, объясняется ингибиро-
ванием данными соединениями активности штаммов и/или отсутствием у них 
ферментативных систем, способных к детоксикации цианистых соединений.  
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Рис. 4. Результаты химического анализа культуральной жидкости накопитель-

ных культур, способных к деструкции цианидов (А) и тиоцианата (Б) из отходов КВ 
в различных условиях среды 

 
Из модифицированной среды, содержащей цианид и ацетат натрия, был 

изолирован штамм Pseudomonas sp., который так же детектирован в моди-
фикации, не имеющей в своём составе факторов стресса и содержащей 
только дополнительный источник углерода. Можно предположить, что в 
качестве единственного источника углерода и азота данный штамм исполь-
зует только ацетат натрия.  

А 

Б 
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Рис. 5. Разнообразие микробных сообществ, выделенных из накопительных 

сред, в которых прослеживается деструкция цианидсодержащих соединений 

Штаммы Hydrogenophagа spp. и Pseudomonas spp. были идентифициро-
ваны в накопительных средах как с цианидом, так и тиоцианатом, что сви-
детельствует о их способности к деструкции цианидсодержащих соедине-
ний и возможности использования в биотехнологии отчистки отходов гор-
нодобывающей промышленности. Дополнительно обезвреживание тиоциа-
натов проводит Methylobacterium thiocyanatum, который отмечен только в 
среде с SCN‒ и способен использовать цианат и тиоцианат в качестве един-
ственного источника азота и серы [16].  

Выводы 

1. Оптимальными условиями для роста микробного сообщества из отхо-
дов КВ являются модификации ранее предложенной среды [5; 10], содер-
жащие в качестве источника азота как SCN‒ ион, так и смесь цианида с тио-
цианатом.  

2. Для биостимуляции автохтонного микробного сообщества, адапти-
рованного к высоким концентрациям цианидсодержащих соединений, реко-
мендуется использовать ацетат натрия.  

3. Хлорид железа в модификациях, содержащих комплекс CN‒ и  
SCN‒-ионов, ингибирует рост микробного сообщества, а в модификациях с 
тиоцианатом выступает в качестве биостимулятора. 

4. Эффективная деструкция микробным сообществом цианидов и пол-
ная деградация тиоцианатов идёт в средах, содержащих 260 и 150 ПДК дан-
ных соединений, при щелочных значениях рН.  
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5. Ацетат натрия в щелочных условиях среды повышает ферментатив-
ную активность микробного сообщества, развивающегося в присутствии 
130 мг/дм3 CN‒ и 150 мг/дм3 SCN‒. 

6. Виды Hydrogenophagа spp. и Pseudomonas spp., разрушающие как 
цианиды, так и тиоцианаты, могут быть использованы в биотехнологии очи-
стки отходов горнодобывающей промышленности. 
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Autochthonous Microbial Communities from the Wastes of 
Heap Leaching of Gold-Bearing Ores: the Way of Solving  
the Problem of Environmental Pollution 

M. P. Belykh1,2, V. F. Petrov1, I. N. Stoyanov1, А. Yu. Chikin2,  
N. L. Belkova2,3 

1 Researsh Institute of Precious and Rare Metals and Diamonds IRGIREDMET, Irkutsk 
2 Irkutsk State University, Irkutsk 
3 Limnological Institute SB RAS, Irkutsk 

Annotation. Microbiological and chemical research of аutochthonous microbial commu-
nities of the wastes of heap leaching showed that biodestruction of cyanides and thiocy-
anates could occur under alkaline conditions. In this case, their content is 260 ppm and 
150 ppm, respectively. The diversity of dominant representatives of microbial associations 
which are able to destruct cyanide-bearing compounds was determined in accordance with 
16S rDNA and is presented by species of Hydrogenophagа and Pseudomonas. The opti-
mization conditions of cultivation and biotechnological potential of аutochthonous micro-
biota from the wastes of heap leaching are discussed.  

 
Key words: heap leaching of gold-bearing ores, аutochthonous microbial communities, 
molecular-genetic identification, 16S rDNA, Hydrogenophagа, Pseudomonas.  
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