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Desulfuromonas acetoxidans – облігатно анаеробні сіркобактерії водних осадо-
вих середовищ, здатні до Fe3+-дисиміляційної редукції. Досліджено вплив ферум 
(ІІІ) цитрату і арґентум нітрату на питому активність каталази та вміст відновлено-
го глутатіону під час вирощування клітин D. аcetoxidans на середовищі з фумара-
том за відсутності сірки. За внесення ферум (ІІІ) цитрату в середовище культиву-
вання питома активність каталази зростала зі збільшенням концентрації солі та 
тривалості культивування. Максимальна питома активність каталази спостерігала-
ся на четверту добу культивування за концентрації солі металу 5 мМ. За впливу 
ферум (ІІІ) цитрату вміст відновленого глутатіону збільшувався на другу добу куль-
тивування за концентрації солі металу 1 мМ. Найвищу питому активність каталази 
за внесення арґентум нітрату виявлено на другу добу вирощування бактерій за 
впливу всіх досліджуваних концентрацій солі металу. Вміст відновленого глутатіо-
ну за впливу арґентум нітрату змінювався залежно від часу культивування та кон-
центрації металу. Максимальний вміст відновленого глутатіону спостерігали за 
концентрації AgNO3 6 мкмоль на другу добу культивування.

Ключові слова: відновлений глутатіон, каталаза, сіркобактерії, Desulfuro mo-
nas acetoxidans, ферум, арґентум.

ВСТУП
Властивість бактерій Desulfuromonas acetoxidans використовувати S0, Fe (III)  

і Mn (IV) як акцептори електронів при окисненні органічного карбону забезпечує їхню 
особливу адаптацію до змін довкілля. Ці бактерії є одними із перших мікроорганіз-
мів, для яких показана здатність отримувати енергію для свого росту поєднанням 
повного окиснення органічних сполук із відновленням Mn4+ чи Fe3+  у процесах диси
міляційної Mn (IV)  чи Fe (III) редукції [7]. Бактерії, які здійснюють дисиміляційну Fe 
(III) редукцію, здатні відновлювати Ag (І) до Ag (0). Досліджено здатність близькоспо-
ріднених до D. acetoxidans штамів Geobacter metallireducens та Shewanella putrefa
ciens CN32 відновлювати Ag (І) до Ag (0). Для S. putrefaciens CN32 показана здат-
ність формувати наночастинки срібла у процесі дисиміляційної Fe (III) редукції під 
час росту на ярозиті срібла [8, 12]. Дослідження механізмів відновлення Ag (І)  
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за участі бактерій має значення для розуміння механізмів мікробної резистентності 
до цього металу та принципів формування наночастинок срібла [12]. 

Відомо, що іони металів зі змінною валентністю спричиняють утворення актив-
них метаболітів кисню (АМК). Іони феруму (ІІІ) в середовищі для культивування бак-
терій стимулюють утворення пероксидних радикалів та органічних активних мета-
болітів, таких як пероксил (ROO–) і алкоксил (RO–) радикали, що суттєво підвищує 
активність їхньої антиоксидантної системи захисту [9]. АМК призводять до модифі-
кації амінокислотних залишків і окиснення сульфгідрильних груп у білках, розриву 
пептидних зв’язків, втрати металу в металопротеїнах, деполімеризації нуклеїнових 
кислот, точкових мутацій та окиснення полісахаридів і ненасичених жирних кислот 
[3]. Щоби протидіяти шкідливому впливу АМК, багато анаеробних мікроорганізмів 
виробили системи захисту. До таких систем належать класичні ферменти антиокси-
дантного захисту – супероксиддисмутаза та каталаза – і унікальні – десульфофе-
родоксин, рубредоксин і рубреритрин. Такі ферменти були виявлені у облігатно 
анаеробних сульфатредукувальних мікроорганізмів Desulfovibrio gigas [6]. 

Зазвичай оксидативний стрес у анаеробних мікроорганізмів спричинений впли
вом супероксид аніонрадикала (О2

-) та Н2О2. Одним із ключових ферментів анти-
оксидантного захисту є каталаза. Цей ензим зумовлює двоелектронне відновлення 
Н2О2 до води і кисню, використовуючи пероксид водню як донор електронів [3].  
Іншою важливою ланкою антиоксидантного захисту анаеробних мікроорганізмів  
є глутатіонзалежна антиоксидантна система, яка об’єднує три глутатіонзалежні 
ферменти: глутатіонпероксидазу, глутатіонредуктазу і глутатіонтрансферазу. Цен-
тральне місце системи займає трипептид глутатіон, що має і власну антиоксидант-
ну активність [6].

Бактерії роду Desulfuromonas, подібно до інших бактерій, що відновлюють сір-
ку, мають унікальний метаболізм. Відомо, що бактерії D. acetoxidans здатні фер-
ментувати Lмалат, етанол, ацетат, пропіонат, сукцинат, фумарат і бутанол. Вони 
також відновлюють розчинний ферум (IІI) цитрат і Fe (III) у комплексі з нітрилаце-
татною кислотою [10]. За вирощування клітин D. acetoxidans у середовищі, яке 
містить елементарну сірку як акцептор електронів та іони перехідних металів, від-
бувається відновлення сульфуру до сірководню, який зв’язується з іонами металів, 
утворюючи нерозчинні осади, що зумовлює детоксикацію цих металів.

Досліджено вплив важких металів на питому активність каталази та вміст від-
новленого глутатіону у клітинах D. acetoxidans. Для цих досліджень клітини D. ace-
to xidans вирощували на середовищі Постгейта С, яке містило лактат як джерело 
карбону і елементарну сірку як акцептор електронів. Показано, що ферум (ІІІ) хло-
рид гексагідрат і манган (IV) оксид за низьких концентрацій необхідні для нормаль-
ного функціонування D. acetoxidans, у результаті чого вміст глутатіону в клітинах 
суттєво не змінюється. На думку авторів, підвищення тривалості впливу металів, 
ймовірно, зумовлює порушення фізіологічних і метаболічних процесів клітин, наслід
ком чого є посилення синтезу досліджуваного трипептиду як одного із механізмів 
захисту клітин у відповідь на дію стресових чинників навколишнього середовища 
[1]. Також досліджено вплив FeCl3×6H2O на активність каталази бактерій D. ace toxi-
dans [11]. Показано, що внесення солі металу призводить до зростання питомої ак-
тивності каталази. Збільшення тривалості культивування у присутності іонів Fe (ІІІ) 
зумовлює зростання каталазної активності. Найвищу питому активність каталази 
спостерігали за концентрації 0,5 мМ FeCl3×6H2O, а збільшення концентрації солі 
металу до 2,5 мМ спричиняло зниження питомої активності ферменту [1]. 
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За вирощування клітин D. acetoxidans у середовищі без додавання сульфуру 
акцептором електронів можуть виступати іони Fe (III) та Ag (I), які відновлюються 
відповідно до Fe (II) та Ag (0). За цих умов утворення сірководню не відбувається, 
тому іони металів не випадають в осад у вигляді сульфідів металів. Відомо, що 
розчинні форми металів у середовищі культивування можуть викликати оксидатив-
ний стрес у бактерій.

Метою роботи було дослідити питому активність каталази та вміст відновле-
ного глутатіону у клітинах D. acetoxidans за впливу ферум (ІІІ) цитрату й арґентум 
нітрату під час вирощування на середовищі, яке містить фумарат як джерело кар-
бону без внесення сірки в інкубаційне середовище.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Для досліджень використовували бактерії Desulfuromonas acetoxidans, виді-

лені з озера Яворівське, одержані в чистій культурі й ідентифіковані на кафедрі 
мікробіології Львівського національного університету імені Івана Франка [4]. Бак-
терії вирощували протягом чотирьох діб на модифікованому середовищі Постгей-
та С за різних концентрацій ферум цитрату (1, 2, 3, 4, 5 мМ) й арґентум нітрату (2, 
4, 6, 8, 10 мкмоль). Як джерело карбону використовували фумарат. У контроль 
солей металів не вносили. Після другої, третьої та четвертої діб вирощування 
клітини відмивали 0,9%ним розчином NaCl, ресуспендували в охолодженому бу-
фері (50 мМ калійфосфатний буфер, рН 7,5, 105 М етилендіамінтетраоцтова ки-
слота, 105 М фенілметилсульфонілфторид) і руйнували на ультразвуковому гомо-
генізаторі УЗДН2Т при 22 кГц протягом 5 хв при 0°С. Уламки клітин відокремлюва-
ли центрифугуванням при 12–15 тис. об/хв і температурі 4°С протягом 30 хв на 
центрифузі ЦР–2. Для визначення вмісту відновленого глутатіону до 1 мл отрима-
ного супернатанту вносили 2 мл 1,5 мкМ дитіонітробензойної кислоти в 0,1 М 
калійфосфатному буфері рН 7,0 та 1 мл дистильованої води [1]. Оптичну густину 
одержаного розчину вимірювали на спектрофотометрі СФ46 при довжині хвилі 
412 нм. Вміст відновленого глутатіону в клітинах обчислювали за формулою: 

де: С – вміст відновленого глутатіону, ммоль/г клітин; Е412  – оптична густина роз-
чину при довжині хвилі 412 нм; l – довжина оптичного шляху, 1 см; ε – молярний 
коефіцієнт екстинкції, 13 600 М-1·см-1; В – біомаса клітин, г/л.

Для визначення активності каталази реакційна суміш містила 2,8 мл 0,5% H2O2 
та 0,1 мл розведеного у n разів безклітинного екстракту (1 мг білка/мл) клітин. Час 
інкубації – 5 хв. Реакцію зупиняли 1,0 мл 6% (NH4)2MoO4. Контролем була проба, 
яка містила H2O замість безклітинного екстракту [1]. 

Активність ферменту розраховували за формулою:

де: А – активність ферменту, мкмоль/хв×мг білка, ΔЕ410 – різниця між Е410 проби;  
4 – загальний об’єм реакційної суміші, мл; n – розведення, разів; 110,6 – коефіцієнт, 
визначений за калібрувальною кривою; t – час інкубації, хв; V – об’єм безклітинного 
екстракту, внесеного в реакційну суміш, мл; С – концентрація білка у пробі, мг/мл.
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Біомасу визначали за мутністю розведеної суспензії клітин фотометруванням 
на фотоелектроколориметрі КФК3 (λ=395 нм, оптичний шлях – 3 мм) і розрахову-
вали за формулою:

де: С – біомаса клітин, г/л, E395 – екстинція при 395 нм, n – розведення, разів, 
К=0,65±0,15 – коефіцієнт перерахунку, отриманий ваговим методом при визначен-
ні біомаси.

Вираховували основні статистичні показники за безпосередніми даними (се-
реднє арифметичне – М; стандартна похибка середнього арифметичного – m). 
Для оцінки достовірності різниці між статистичними характеристиками двох аль-
тернативних сукупностей даних обчислювали коефіцієнт Стьюдента. Достовірною 
вважалася різниця при показнику достовірності Р>0,95 [2]. Статистичне опрацю-
вання результатів проводили, використовуючи програму Origin. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
Досліджено вплив різних концентрацій ферум (ІІІ) цитрату й арґентум нітрату 

на ріст сірковідновлювальних бактерій D. acetoxidans (рис. 1, A, Б). Ферум (ІІІ) ци-
трат вносили у концентраціях 1, 2, 3, 4 та 5 мМ. У контрольне середовище солі 
металу не вносили. За внесення ферум (ІІІ) цитрату в концентрації 3 мМ біомаса 
знижувалася на 35%, порівняно з контролем на четверту добу культивування. Вне-
сення ферум (ІІІ) цитрату в концентрації 5 мМ спричиняло зниження нагромаджен-
ня біомаси на 22% на четверту добу культивування, порівняно з контролем.

Рис. 1. Вплив різних концентрацій ферум (ІІІ) цитрату (А) й арґентум нітрату (Б) на нагромадження біо-
маси бактерій D. acetoxidans 

Fig. 1. Concentrationdependent effect of ferrum (III) citrate (А) and AgNO3 (Б) on growth of D. acetoxidans 
bacteria

Для дослідження впливу арентум нітрату на ріст бактерій D. acetoxidans вико-
ристовували такі концентрації солі металу: 2, 4, 6, 8, 10 мкМ. За внесення арґентум 
нітрату в концентрації 2 мкМ спостерігали зниження біомаси на 12 і 21%, порівняно 
з контролем, на третю та четверту доби культивування. Внесення 10 мкМ арґентум 
нітрату спричиняло зниження нагромадження біомаси на 35%, порівняно з конт
ролем на четверту добу росту. Дані концентрації ферум (ІІІ) цитрату (1–5 мМ) й ар-
ґентум нітрату (2–10 мкМ) використовували для подальших досліджень.
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Досліджено питому активність каталази за впливу різних концентрацій ферум 
(ІІІ) цитрату й арґентум нітрату протягом 4 діб культивування. Показано, що питома 
активність каталази не залежить від фази росту культури. Так, питома активність 
каталази практично не змінювалася протягом чотирьох діб культивування у середо
вищі без внесення металів. Внесення ферум (ІІІ) цитрату зумовлювало зростання 
питомої активності каталази за усіх досліджуваних концентрацій. Зростання кон-
центрації солі металу спричиняло підвищення питомої активності каталази. На 
третю добу вирощування клітин у середовищі з внесенням 1 та 2 мМ ферум (ІІІ) 
цитрату питома активність каталази зростала відповідно в 1,7 та 4,6 разу, порівня-
но з контролем, а внесення солі металу у концентрації 3 та 5 мМ спричиняло зрос-
тання питомої активності ферменту в 4,8 і 6,4 разу, порівняно з контрольним зраз-
ком. Максимальна активність ферменту спостерігалася на четверту добу росту 
культури, за концентрації 5 мМ ферум (ІІІ) цитрату в середовищі, і становила 
59,3±7,25 мкмоль/хв х мг білка (рис. 2, А). Питома активність каталази також зрос-
тала зі збільшенням часу культивування за внесення усіх досліджуваних концен-
трацій ферум (ІІІ) цитрату. Очевидно, зі збільшенням тривалості впливу ферум (ІІІ) 
цитрату на клітини D. acetoxidans активність каталази підвищується, що, ймовірно, 
пов’язано з утворенням активних радикалів кисню, зокрема пероксиду гідрогену за 
дії досліджуваної солі металу. Встановлено, що наявність іонів феруму в середо-
вищі культивування бактерій стимулює утворення пероксидних радикалів, що сут-
тєво підвищує активність їхньої антиоксидантної системи захисту [5].

Рис. 2. Питома активність каталази клітин D. acetoxidans за впливу ферум (ІІІ) цитрату (А) й арґентум 
нітрату (Б) протягом чотирьох діб культивування 

Fig. 2. Specific catalase activity of D. аcetoxidans cells under the influence of ferrum (III) citrate (А) and 
AgNO3 (Б) during four days cultivation

Внесення різних концентрацій арґентум нітрату в середовище культивування 
спричиняло підвищення питомої активності каталази порівняно з контрольним зраз-
ком (рис. 2, Б). Питома активність каталази за внесення арґентум нітрату змінюва-
лася залежно від часу культивування та концентрації металу. Найвищу питому ак-
тивність ензиму за впливу всіх досліджуваних концентрацій солі металу виявлено на 
другу добу вирощування бактерій. Питома активність каталази на третю добу куль-
тивування знижувалася, порівняно з другою добою. На четверту добу культивування 
питома активність каталази була нижчою порівняно з третью добою, однак майже не 
змінювалася за усіх досліджуваних концентрацій арґентум нітрату. Максимальну ак-
тивність каталази (85,2±4,96 мкмоль/хв/мг білка) спостерігали за концентрації 4 мкМ 
солі металу на другу добу культивування бактерій, а подальше зростання концен-
трації арґентум нітрату спричиняло зниження питомої активності каталази.
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Досліджено вміст відновленого глутатіону у клітинах D. аcetoxidans за впливу 
різних концентрацій ферум (ІІІ) цитрату й арґентум нітрату (рис. 3, А). Внесення 
ферум (ІІІ) цитрату спричиняло збільшення вмісту відновленого глутатіону в кліти-
нах, порівняно з контрольним зразком. Найвищий рівень відновленого глутатіону 
спостерігали на другу добу культивування за усіх досліджуваних концентрацій фе-
рум (ІІІ) цитрату. На третю та четверту доби вміст відновленого глутатіону знижував-
ся, порівняно з вмістом цієї сполуки на другу добу, однак був вищим, ніж у контроль-
ному зразку. Максимальний вміст трипептиду був зафіксований на другу добу куль-
тивування за концентрації ферум (ІІІ) цитрату 1 мМ і становив 7±0,79 ммоль/г клітин.

Рис. 3. Вміст відновленого глутатіону у клітинах D. acetoxidans за впливу ферум (ІІІ) цитрату (А) і  AgNO3 
(Б) протягом чотирьох діб культивування

Fig. 3. Reduced glutathione content in D. аcetoxidans cells under the influence of ferrum (III) citrate (А) and 
AgNO3 (Б) during four days cultivation

Внесення різних концентрацій арґентум нітрату в середовище культивування 
зумовило зростання вмісту глутатіону в клітинах D. acetoxidans, порівняно з конт
рольним зразком. Вміст відновленого глутатіону за впливу арґентум нітрату зміню-
вався залежно від часу культивування. Так, на другу добу культивування було за-
фіксовано максимальне значення вмісту відновленого глутатіону, а подальше 
культивування спричиняло зниження вмісту цього трипептиду в клітинах. Також 
вміст відновленого глутатіону змінювався залежно від концентрації арґентум ні-
трату. За концентрації солі металу 2–6 мкМ спостерігали зростання вмісту трипеп-
тиду, однак збільшення концентрації до 10 мкМ спричиняло зниження вмісту від-
новленого глутатіону. Максимальний вміст (7,4±0,65 ммоль/г клітин) відновленого 
глутатіону спостерігали під час росту клітин у середовищі з внесенням 6 мкМ 
AgNO3 на другу добу культивування (рис. 3, Б).

ВИСНОВКИ
Досліджено вплив ферум (ІІІ) цитрату і арґентум нітрату на питому активність 

каталази та вміст відновленого глутатіону. Внесення арґентум нітрату в середовище 
культивування спричиняло зростання питомої активності каталази вже на другу 
добу. Збільшення тривалості впливу арґентум нітрату спричиняло зниження питомої 
активності каталази. Показано, що на четверту добу культивування питома актив-
ність каталази була нижчою, порівняно з другою і третьою добами, і майже не зміню-
валася за різних концентрацій арґентум нітрату. Однак невідомо, чи цей ефект 
пов’язаний з інгібуванням синтезу каталази, чи з пригніченням активності ферменту. 
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Вміст відновленого глутатіону за впливу арґентум нітрату і ферум (ІІІ) цитрату зміню-
вався залежно від часу культивування та концентрації солей металів. Так, макси-
мальний вміст відновленого глутатіону спостерігали на другу добу культивування за 
впливу і арґентум нітрату, і ферум (ІІІ) цитрату. Подальше культивування у присут-
ності цих солей металів спричиняло зниження вмісту відновленого глутатіону.

За внесення різних концентрацій ферум (ІІІ) цитрату питома активність ката-
лази зростала за збільшення часу культивування та концентрації солі металу. 
Вміст відновленого глутатіону за впливу ферум (ІІІ) цитрату змінювався залежно 
від часу культивування та концентрації металу. Отримані дані узгоджуються з ре-
зультатами досліджень впливу ферум (ІІІ) хлорид гексагідрату на питому актив-
ність каталази та вмісту відновленого глутатіону за вирощування клітин D. acetoxi
dans у середовищі з лактатом натрію і елементарною сіркою. 
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PARAMETERS OF ANTIOXIDATIVE SYSTEM 
OF DESULFUROMONAS ACETOXIDANS UNDER THE INFLUENCE 
OF IRON (III) CITRATE AND SILVER NITRATE
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Desulfuromonas acetoxidans are obligative anaerobic sulfur bacteria of the aquatic 
sedimental environments that are able to Fe3+dissimilative reduction. The influence of 
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various concentrations of ferric (III) citrate and silver nitrate on specific catalase activity 
and reduced glutathione synthesis by D. аcetoxidans cells has been determined under 
their cultivation with fumarate addition and with absence of sulfur. Specific catalase 
activity increased with enhancing of ferric (III) citrate concentration and duration of bac-
terial cultivation under the addition of this salt. Under the influence of ferric (III) citrate, 
maximal catalase activity has been observed on the fourth day of cultivation with addi-
tion of 5 mM of investigated metal salt. Under the influence of ferric (III) citrate, increa
sing in reduced glutathione content has been observed on the second day of bacterial 
growth with addition of 1 mM of investigated metal salt. The highest specific catalase 
activity was determined on the second day of bacterial growth under the influence of all 
concentration range of investigated metal salt. The reduced glutathione content under 
silver nitrate exposure varied depending on the cultivation time and metal concentra-
tion. The maximum reduced glutathione content has been observed on the second day 
of bacterial growth under the effect of 6 µM of AgNO3. 

Keywords: reduced glutathione, catalase, sulfur bacteria, Desulfuromonas 
acetoxidans, ferrum, argentum.

ПОКАЗАТЕЛИ СИСТЕМЫ АНТИОКСИДАНТНОЙ ЗАЩИТЫ КЛЕТОК 
DESULFUROMONAS АCETOXIDANS ПРИ ВЛИЯНИИ ФЕРУМ (III) ЦИТРАТА 
И АРГЕНТУМ НИТРАТА

О. Д. Масловская, С. А. Гнатуш, О. И. Билый, О. Р. Цап, К. Б. Новицкая 
Львовский национальный университет имени Ивана Франко 

ул. Грушевского, 4, Львов 79005, Украина
e-mail: Sosnovscka.olga@yandex.ua

Desulfuromonas acetoxidans – облигатно анаэробные серобактерии водных 
осадочных сред, способные к Fe3+диссимиляционной редукции. Исследовано 
влияние различных концентраций феррум (III) цитрата и аргентум нитрата на 
удельную активность каталазы и синтез восстановленного глутатиона при выра-
щивании клеток D. аcetoxidans в среде с фумаратом в отсутствие серы. При до-
бавлении феррум (III) цитрата в среду культивирования удельная активность ката-
лазы возрастала с увеличением концентрации соли металла и продолжительно-
сти культивирования. Максимальная удельная активность каталазы наблюдалась 
на четвертые сутки культивирования при концентрации соли металла 5 мМ. При 
влиянии феррум (III) цитрата содержание восстановленного глутатиона увеличи-
валось на вторые сутки культивирования при концентрации соли металла 1 мМ. 
Наивысшую удельную активность каталазы определили на вторые сутки выращи-
вания бактерий при воздействии всех исследуемых концентраций соли металла. 
Содержание восстановленного глутатиона при  воздействии аргентум нитрата из-
менялось в зависимости от времени культивирования и концентрации металла. 
Максимальное содержание восстановленного глутатиона наблюдали при концен-
трации AgNO3 6 мкМ на вторые сутки культивирования.

Ключевые слова: восстановленный глутатион, каталаза, серобактерии, De
sul fu romonas acetoxidans, феррум, аргентум.
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