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ПОСЛІДОВНІСТЬ ВІДНОВЛЕННЯ ХРОМУ (VI) 
ТА НІТРАТУ В МЕМБРАННОМУ БІОРЕАКТОРІ 

Досліджено послідовність відновлення шестивалентного хрому та нітрату в мембранному 
біореакторі діалізного типу з іммобілізованими клітинами. Показано, що за одночасної при
сутності СҐ (VI) та нітрату в розчині першим починає відновлюватись Сг (VI). Зниження 
концентрації нітрату починається лише в присутності залишкових концентрацій хромату. 
Встановлено, що редокс-послідовність відновлення хроматів та нітратів бактеріями підлягає 
електрохімічним закономірностям: першим відновлюється елемент, стандартний електродний 
потенціал редукції якого вищий. Показано можливість ефективного проведення двох окисно-
відновних процесів у мембранному біореакторі діалізного типу шляхом розділення процесів 
редукції по обидва боки мембрани. При іммобілізації клітин із обох боків мембрани процеси 
хроматоредукції та денітрифікації протікають одночасно з активного та приймального боків 
мембрани відповідно. 

Нітрат та хромат - поширені забруднення, що 
згубно впливають на здоров'я людини. Наявні 
технології очистки води від оксіаніонів, таких, 
як нітрат та хромат (біхромат), поділяють на дві 
основні групи: фізико-хімічні та біологічні [1]. 
До фізико-хімічних процесів, що широко вико
ристовуються, належать іонний обмін, електро
діаліз, нанофільтрація та зворотний осмос. Од
нак, на відміну від фізико-хімічних процесів, де 
забруднення лише переходять в інший стан або 
концентруються, біологічна редукція може забез
печити повне видалення їх із води. Останнім 
часом значного розповсюдження набули мемб
ранні біореактори [2-8]. Такі технології поєдну
ють у собі і біологічні, і фізико-хімічні методи 
очистки води. Мембрана у таких біореакторах 
може бути як носієм для мікроорганізмів, так 
і виконувати розділювальну функцію. Чимало 
праць останніх років присвячено саме розробці 
мембранних біореакторів для денітрифікації [4-
7]. Антропогенно забруднені еконіші, як прави
ло, містять кілька мінеральних компонентів, здат
них слугувати бактеріям термінальними акцеп
торами електронів при диханні. Дослідниками 
показано можливість одночасного видалення 
з води перхлорату та нітрату за допомогою про
цесів, що протікають в іонообмінному мембран
ному біореакторі [8]. 

Здатності бактерій використовувати різні еле
менти зі змінним ступенем окиснення як термі
нальні акцептори електронів приділяється дедалі 
більше уваги. Зокрема, вивчено хромат-редук-
цію псевдомонадами, виділеними з ділянок, за-
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бруднених хроматами, арсенатами та міддю [9]. 
Виділені штами були толерантні до Cr(VI) у кон
центрації до 520 мг/л і відновлювали хромат 
у присутності міді та арсенату, при цьому швид
кість редукції залежала як від природи другого 
забруднення, так і від його концентрації. В ана
еробних умовах штами також частково віднов
лювали Со(ІІІ) та U(VI). Описано кінетику ре
дукції Cr(VI) щодо сульфат та нітрат редукції в 
мікроаеробних умовах [10]. Дослідження пока
зали, що бактеріальний консорціум, виділений 
із навколишнього середовища, редукує Cr(VI) 
двома різними фізіологічними групами: анаероб
ними сульфатредукуючими бактеріями та фа
культативними анаеробами. Сульфатредукуючі 
бактерії були активні в мікроаеробних умовах. 
Накопичення сульфіду відбувалось лише після 
повного використання хромату та нітрату. За від
сутності сульфат-редукції хроматредукція супро
воджувалась денітрифікацією. 

На основі результатів, отриманих іншими дос
лідниками, а також власних експериментальних 
даних [11], зроблено припущення, що послі
довність відновлення змінновалентних елементів 
мікроорганізмами за їх одночасної присутності 
в середовищі підпорядковується електрохіміч
ним закономірностям: у першу чергу відновлю
ються ті хімічні елементи, стандартний електрод
ний потенціал редукції яких вищий. 

Метою цього дослідження є вивчення по
слідовності відновлення нітрату та шестивалент
ного хрому за їх одночасної присутності в середо
вищі денітрифікуючими бактеріями та визначення 
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параметрів одночасного проведення денітрифі
кації та хроматредукції у мембранному біореак-
торі діалізного типу. 

1. Матеріали і методи 

1.1. Живильні середовища і мікроорганізми 
У роботі було використано денітрифікуючі 

штами бактерій роду Pseudomonas: P. aeruginosa 
PI, P. fluorescens var. pseudo-iodinum PI 1, P. men-
docina Ρ13 та P. stutzeri Ρ19 із колекції мікроор
ганізмів відділу мікробіології очистки води 
ІКХХВ НАН України. 

Посівну культуру бактерій вирощували на 
повноцінному агаризованому середовищі ΜΠΑ 
(Serva) в чашках Петрі за температури 28 °С. 

Для вивчення процесів денітрифікації та хро
матредукції використовували сольове середови
ще М9 (Fluka) з мікроелементами такого скла
ду (г/дм3): К Н 2 Р 0 4 - 3; Na 2 HP0 4 - 6; NH4Cl - 1; 
NaCl - 0,5; MgS0 4-7H 20 - 0 , 1 ; СаС12 - 0,1; 1 мл 
розчину мікроелементів, який містить (мг/дм3): 
FeS04 ·7Η20 -25; MnS0 4-2H 20 - 5; CoS0 4 - Ι; 
ZnS04 - 1; CuS0 4 -6H 2 0 - 0,1; H 3 B0 3 - 0,1; 
Na2Mo04 - 25; NiCl2-6H20 - 0,1. 

Як джерело вуглецю використовували етанол 
(1 г/дм3). Акцепторами електронів слугували 
такі речовини: ΚΝ0 3 з концентрацією N 0 3 від 0,5 
до 1 г/дм3 та К2Сг207 з концентрацією Сг6+ 10-15 
мг/дм3. 

Динаміку процесів денітрифікації та хромат
редукції вільноплаваючими бактеріями визнача
ли у плоскодонних колбах об'ємом 100 см3 за 
температури 28 °С. Посівний матеріал із чашок 
знімали мікробіологічною петлею та стерильно 
вносили у модельний розчин до концентрації 
250-5-300 мг/дм3. Оптичну густину суспензії ви
мірювали колориметрично при 540 нм у кюве
тах 5 мм. Поверхню культурального середови
ща заливали шаром стерильного вазелінового 
масла завтовшки 2 см. Процеси проводили 
в замкнутій системі культивування. 

1.2. Методи іммобілізації бактерій 

Включення клітин у гелі агар-агару. Кліти
ни мікроорганізмів іммобілізували в плівках із 
агар-агару. Плівки формували на робочій по
верхні промислових ультрафільтраційних целю
лозних мембран Microdin-Nadir C005F та C030F, 
що мають cut-off 5000 та 30000 відповідно. 

1%-ий розчин агар-агару охолоджували до 
температури 40-50 °С. Суспензію клітин у фізіо
логічному розчині змішували з таким же об'є
мом розчину агар-агару. Отриману суспензію 
виливали на мембрани, рівномірним шаром роз
поділяли по поверхні за допомогою щілинної 

фільєри (товщина шару 300 мкм) та залишали на 
деякий час для затвердівання. 

1.3. Використання діалізного режиму 

Денітрифікацію та хроматредукцію проводили 
у діалізній комірці, яка має конструкцію дина
мічного типу. Об'єм камер дорівнював 130 см3. 
Камери розділені між собою вертикально закріп
леною досліджуваною мембраною. Площа мемб
рани становила 25· 10-4 м2. Робоча сторона мемб
рани з іммобілізованими на ній мікроорганіз
мами була в активній частині біореактора. Між 
камерами і мембраною розміщено гумові ущіль
нюючі прокладки. Модельний розчин готували 
на основі сольового середовища М9 і заливали 
в обидві камери. В одну з камер додавали ети
ловий спирт як донор електронів, нітрат і хро
мат як акцептори електронів. Кисень із розчину 
не видаляли. Водну поверхню обох камер зали
вали шаром стерильного вазелінового масла 
завтовшки 2 см. 

Для проведення процесу використовували 
денітрифікуючу культуру P. fluorescens var. pseudo-
iodinum. 

1.4. Аналітичні методи 

Концентрацію шестивалентного хрому визна
чали фотоколориметрично з дифенілкарбазидом 
при довжині хвилі 540 нм. 

Концентрацію нітрату вимірювали за допомо
гою системи капілярного електрофорезу Капель 
103 Р. 

2. Результати та їх обговорення 

2.1. Дослідження послідовності відновлен
ня Cr(VI) та нітрату денітрифікуючими бак
теріями роду Pseudomonas за їх одночасної 
присутності в середовищі культивування. 

З огляду на аналіз літератури зроблено при
пущення, що послідовність відновлення елемен
тів зі змінним ступенем окиснення мікроорганіз
мами за їх одночасної присутності в середовищі 
підпорядковано електрохімічним закономірнос
тям: у першу чергу редукуються ті хімічні еле
менти, стандартний електродний потенціал реак
цій відновлення (Е°) яких вищий [12]. 

У процесі аналізу стандартних електродних 
потенціалів відновлення окиснених сполук азо
ту зроблено припущення, що перша стадія дені-
тріфікації (N03—>N02) відбувається у дві реакції: 
на першому етапі утворюється оксид чотирива
лентного азоту, на другому - нітрит-іон, віднов
лення останнього до елементного азоту прохо
дить, ймовірно, відповідно до реакції, Е° якої 
дорівнює 410 мВ. Стандартний електродний 
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культурами. Як видно з рис. 1, за присутності в 
середовищі або тільки нітрату (крива 2), або 
тільки хромату (крива 3), P.fluorescens var. pseudo-
iodinum P-11 відновлює 200 мг/дм3 нітратів за 2 
доби, а 10 мг/дм3 Cr(VI) - за 12 діб. Низька швид
кість редукції Cr(VI) пояснюється його токсичною 
дією на неадаптовані колекційні штами бактерій. 
З біохімічної точки зору редукція хроматів -
складний процес. Як видно з наведених окисно-
відновних реакцій, для відновлення одного йона 
дихромату клітині потрібно «накопичити» та при
єднати до нього 6 електронів та 14 протонів. 

За одночасної присутності нітратів та хроматів 
у розчині (рис. 1) першим починає відновлюва-

Рис. 1. Зміна концентрації Cr(VI) та N 0 3 культурою P. fluorescens var. pseudo-iodinum: 1 - концентрація нітрату за 
наявності у середовищі Cr(VI), 2 - концентрація нітрату за відсутності Cr(VI), 3 -концентрація Cr(VI) за відсутності 

нітрату, 4 - концентрація Cr(VI) за наявності нітрату 

тися Cr(VI) (крива 4). Лише після того, як кон
центрація Cr(VI) знижується до 3 мг/дм3, почи
нається відновлення нітрату (крива 1). Знижен
ня концентрації нітрату в присутності залишко
вих концентрацій хромату починається з 9-ї доби 
і досягає нульового значення за 4 доби культи
вування. Процеси одночасно завершуються на 
12-ій добі. Тобто в культурі P. fluoresceins var. 
pseudo-iodinum P-11 хроматредукція передує 
денітрифікації. За відсутності Cr(VI) нітрат від
новлюється за 2 доби. Як видно з кривих зміни 
концентрації Cr(VI), у присутності нітрату та без 
нього (криві 4 та 5) останній не впливає на швид
кість хроматредукції. 

Аналогічно поводили себе й решта денітріфі-
куючих псевдомонад: P. aeruginosa PI, P. men-
docina P13 та P. stutzeri Ρ19. P. mendocina P~13 

починає відновлення нітрату, коли концентрація 
Cr(VI) знижується до 4,5 мг/дм3. Але інтенсив
не зниження вмісту нітрату починається лише при 
зменшенні концентрації Cr(VI) до 2 мг/дм3. 

P. aeruginosa та P. stutzeri P-19 відновлюють 
нітрат, коли концентрація Cr(VI) знижується до 
0,5 мг/дм3, що спостерігається після 6-ї та 10-ї 
доби культивування відповідно, тоді як денітри
фікація без Cr(VI) цими культурами відбуваєть
ся протягом 2 діб. 

Таким чином, проведені дослідження пока
зують, що редукція шестивалентного хрому де-
нітрифікуючими бактеріями передує відновлен
ню нітратів цими культурами. Швидкість хромат
редукції не залежить від наявності в середовищі 
нітрат-іона. Отже, редокс-послідовність віднов
лення хроматів та нітратів бактеріями підпоряд-
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ковується електрохімічним законам - першим 
відновлюється елемент, стандартний електродний 
потенціал редукції якого вищий. 

3. Дослідження денітрифікації 
та хроматредукції у мембранному біореакторі 

Метою цього дослідження є визначення пара
метрів проведення денітрифікації та хроматре
дукції у мембранному біореакторі, а також вив
чення послідовності відновлення Cr(VI) і нітри
ту за одночасної присутності в середовищі куль
тивування при діалізному режимі. 

При використанні діалізного режиму у мем
бранному біореакторі внаслідок різниці концен
трацій з обох боків мембрани виникає дифузій
ний потік крізь мембрану. За рахунок дифузій
ного потоку субстрат (етанол) і термінальний 
акцептор електронів (нітрат та хромат) безпе
рервно підводяться до біокаталізатора. Швидкість 
підведення залежить від швидкості дифузійного 
потоку, що, в свою чергу, залежить від концен
трації забруднень та проникності мембрани. Про
никність мембрани у цьому випадку визначається 
її початковим значенням cut off. 

Завдяки іммобілізації велика кількість клітин 
концентрується на мембрані. В іммобілізованому 
стані клітини проявляють високу біокаталітичну 
активність, а також стають більш захищеними від 
токсичної дії забруднень. 

Для ефективного проведення біологічних про
цесів у діалізному режимі необхідно, щоб швид
кості редукції та дифузії були приблизно одна
кові. В такому випадку редукція має відбуватися 
повністю на біоплівці мембранного біореактора 

N03, мг/дм3 

800 

і забруднення не повинно потрапляти в приймальну 
частину біореактора. 

Як видно з рис. 2, за одночасної присутності 
Cr(VI) і нітрату в активній частині біореактора 
спершу відновлюється Cr(VI). Його концентра
ція в активній частині біореактора знижується 
практично лінійно протягом 60 год культиву
вання, а в приймальній частині - не перевищує 
0,5 мг/л. Водночас відбувається дифузія нітрату 
в приймальну частину біореактора. Процес дені
трифікації починається на 40-й годині при досяг
ненні концентрації хрому 4 мг/л. Хроматредук-
ція та денітрифікація тривають 120 годин і завер
шуються зниженням вмісту Сг (VI) та NO3 до 
нульових значень. 

Для визначення впливу йонів шестивалентного 
хрому на відновлення нітриту досліджено також 
процес денітрифікації у мембранному біореакторі 
бактеріями роду Pseudomonas fluorensces var. 
pseudo-iodinum, іммобілізованими з активного 
боку мембрани, за відсутності йонів Сг (VI). 
Рис. З свідчить, що процес відновлення нітратів 
у мембранному біореакторі повністю завер
шується протягом 60 год. Концентрація NO3, що 
дифузійно проникає в приймальну частину, не пе
ревищує 50 мг/л. Це означає, що процес дені
трифікації майже повністю проходить на біоплівці 
реактора, а тривалість його вдвічі менша, ніж у 
присутності Cr(VI). 

Отже, наявність шестивалентного хрому в 
мембранному біореакторі пригнічує відновлен
ня нітрату. Денітрифікація починається тільки 
після того, як практично завершується віднов
лення Cr(VI). 

Сг (VI), мг/дм3 
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Рис. 2. Послідовність відновлення Сг (VI) та нітрату в мембранному біореакторі за їх одночасної присутності 
в середовищі (мембрана C005F): / - концентрація N0 3 з активного боку мембрани; 2 - концентрація NO" 

з приймального боку мембрани; 3 - концентрація Cr(VI) з активного боку мембрани; 4 - концентрація Cr(VI) 
з приймального боку мембрани 
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Таким чином, за одночасної присутності у 
середовищі кількох елементів зі змінним ступе
нем окиснення згідно з електрохімічними зако
номірностями, елемент із нижчим стандартним 
електродним потенціалом не відновлюється в ак
тивній частині біореактора, а дифундує у прий
мальну частину доти, поки не відновиться еле
мент із вищим електродним потенціалом. Із тех
нічної та екологічної точок зору такий процес 
є недоцільним, оскільки збільшується операцій
ний час проведення процесів відновлення. При 
цьому забруднення (нітрат) потрапляє у дифу
зійну частину. Для зворотного процесу дифузії 
необхідно, щоб концентрація нітрату в активній 
частині реактора стала нижчою, ніж у дифузій
ній. А це можливо лише після закінчення про
цесу хроматредукції. З огляду на це для ефектив
ного проведення двох окисно-відновних про
цесів у мембранному біореакторі діалізного типу 
необхідно розділити проведення процесів ре
дукції по обидва боки мембрани. 

Так, проведено дослідження відновлення йонів 
Cr(VI) у присутності нітрату при іммобілізації 
бактерій як на активному, так і на приймальному 
боках мембрани, тоді як в усіх попередніх досл
ідах бактерії наносили тільки на активний бік мем
брани. Іммобілізація біокаталізатора в плівках 
з обох боків мембрани спричинила до зростання 
дифузійного опору крізь мембрану і, відповідно, 
зменшення дифузійного потоку. Тому для збіль
шення проникності мембрани було використано 
мембрану з більшим cut-off, а саме - C030F. 

Як виявилось, цей спосіб має низку переваг 
порівняно з попереднім, коли хроматредукція 
пригнічувала процес денітрифікації і нітрат ди
фундував у приймальну частину. Завдяки іммо
білізації клітин по обидва боки мембрани редук
ція хрому проходить, як і раніше, на активному 
боці мембрани. Нітрат, дифундуючи в приймаль
ну частину, відновлюється бактеріями, іммо
білізованими на зворотному боці мембрани. Ре
зультати досліджень наведено на рис. 4. 

Концентрація хрому, як і в попередніх випад
ках, знижується лінійно і досягає значень 0,5 мг/л 
протягом 47 год культивування. В приймальну 
частину Сг (VI) не потрапляє, а отже, не при
гнічує денітрифікацію. 

Концентрація N 0 3 у приймальній частині про
тягом досліду також залишалася нульовою, тобто 
швидкості денітрифікації та дифузії нітрату також 
відповідні. 

Отже, іммобілізація бактерій із обох боків мем
брани дала змогу уникнути дифузії нітрату крізь 
мембрану в незабруднену частину біореактора та 
розділити процеси хроматредукції та денітрифі
кації, завдяки чому скоротився час обробки води. 

Висновки 

Результати проведених досліджень свідчать, 
що за одночасної присутності хрому (VI) та 
нітрату в розчині спершу починає відновлюва
тися Cr(VI). Концентрація нітрату знижується 
тільки за наявності залишкових концентрацій 
хромату. Отже, редукція шестивалентного хрому 
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денітрифікуючими бактеріями передує віднов
ленню нітратів цими культурами. Швидкість хро
матредукції не залежить від наявності в середо
вищі нітрат-іона. 

Одночасне проведення процесів денітрифі
кації та хроматредукції у мембранному біореак-
торі діалізного типу з іммобілізованими клітина
ми підтверджує послідовність відновлення хро
мату та нітрату. А саме, редокс-послідовність 
відновлення хроматів та нітратів бактеріями під
порядковується електрохімічним закономір

ностям - першим відновлюється елемент, стан
дартний електродний потенціал редукції якого 
вищий. 

Показано можливість ефективного проведен
ня двох окисно-відновних процесів у мембран
ному біореакторі діалізного типу шляхом розді
лення процесів редукції по обидва боки мемб
рани. При іммобілізації клітин з обох боків мем
брани процеси хроматредукції та денітрифікації 
протікають одночасно з активного та приймаль
ного боків мембрани відповідно. 
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V. Konovalova, G. Dmytrenko, A. Burban, M. Bryk 

S E Q U E N C E O F C H R O M E (VI) A N D N I T R A T E R E D U C T I O N 

I N M E M B R A N E B I O R E A C T O R 

Sequence of chrome (VI) and nitrate reduction in dialyze membrane bioreactor with immobilized 
cells has been investigated. It has been shown that Cr (VI) are reduced first at simultaneously present 
chromate and nitrate in the medium. The reduction of nitrate began only after the Cr (VI) decreases to 
residual concentration. It can be suggested that the succession of biological reductive reactions is 
determined by the standard redox potentials E° of these reactions. Namely, in the presence of several 
electron acceptors in the cultivation medium, microorganisms first utilize those acceptors which have 
the highest standard redox potential. The possibility to carry out of two oxidation-reduction processes 
in dialyze membrane bioreactor by separation of reduction processes into different side of membrane 
has been shown. Both denitrification and chromate reduction processes are proceed at the same time on 
the feed and receiving membrane side respectively. 


