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Досліджено здатність бактерій Desulfovibrio desulfuricans Ya-11 використову-
вати нітрат як кінцевий акцептор електронів. Рівень нагромадження біомаси  
у середовищі з нітратом змінювався залежно від вихідної концентрації . За 
концентрації нітрату 5 мМ біомаса бактерій була такою ж, як у середовищі з . 
Проміжним продуктом відновлення нітрату у D. desulfuricans Ya-11 є нітрит, а кін-
цевим – амоній. Високі концентрації нітрату в середовищі пригнічують процес 
дисиміляційної сульфатредукції. Відмиті клітини D. desulfuricans Ya-11 повністю 
відновлювали нітрит середовища до амонію. Показана здатність психрофільної 
сульфатвідновлювальної бактерії Desulfobacter sp. відновлювати нітрат за низь-
ких температур.
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ВСТУП
У кругообігу сполук Нітрогену відомі два різні шляхи дисиміляційного віднов-

лення нітратів: відновлення нітрату до молекулярного азоту (денітрифікація)  
і відновлення нітрату до амонію (нітратамоніфікація). Денітрифікацію здійсню-
ють багато різних факультативно анаеробних бактерій, які відновлюють нітрати 
за одними і тими самими біохімічними механізмами [12]. Нітратамоніфікація може 
відбуватися різними шляхами. У клостридій, наприклад, нітрат може забезпечи-
ти додатковий рівень субстратного фосфорилювання [8], сульфатвідновлюваль
ні бактерії відновлюють нітрат до амонію у дихальному процесі, пов’язаному  
з транспортом електронів [18]. Серед сульфатвідновлювальних бактерій віднов-
лювати нітрат можуть представники родів Desulfovibrio [11, 15, 16, 18], Desulfobac
terium [20] і Desulfobulbus [21]. 

Умови культивування бактерій суттєво впливають на нітратредуктазну ак-
тивність бактерій. За наявності у середовищі сульфату і нітрату бактерії Desul
fovibrio desulfuricans, виділені з ґрунту рисових чеків, відновлювали тільки суль-
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фат, за винятком, коли сульфат додавався у дуже низьких концентраціях (4 мкМ). 
За більш високих концентрацій сульфату (500 мкМ) відновлення нітрату тимча-
сово припинялося [9].

Описані різні шляхи регуляції нітратредукції у сульфатвідновлювальних 
бактерій. Нітрат, наприклад, є ефективнішим порівняно зі сульфатом, акцепто-
ром електронів для клітин D. desulfuricans C4S, однак індуцибельна нітратредук-
тазна активність бактерій не виявлялася у клітинах, що ростуть у середовищі із 
надлишком сульфату [13]. Згідно з Н. Б. Тарасовою та ін., нітрат виявляє інгібую-
чий вплив на метаболізм Desulfovibrio vulgaris [6]. Деякі бактерії роду Desulfovi-
brio, у клітинах яких виявлена конститутивна нітратредуктазна активність, здатні 
відновлювати нітрат тільки у випадку, якщо середовище містить невелику кіль-
кість сульфату [15]. У D. desulfuricans DT101 нітрат і сульфат відновлювались 
одночасно [11]. Нітратредуктаза D. desulfuricans FBA 20a індукувалася у присут-
ності нітрату і репресувалася за наявності у середовищі сульфату [16], а у D. de
sulfuricans Essex 6 нітрат, навпаки, пригнічував сульфатредукцію [18]. Мак-Креді та 
ін. [15] встановили, що відновлення нітратів у бактерій роду Desulfovibrio пригнічує 
гідроген сульфід. Таку різноманітність у регуляції нітратредукції у штамів, які на-
лежать до одного виду, пов’язують з відмінностями у структурі нітратредуктази  
в різних штамів сульфатвідновлювальних бактерій [6].

Оскільки сульфатвідновлювальні бактерії здатні використовувати нітрат як 
кінцевий акцептор електронів, однак для них характерний широкий діапазон мін-
ливості цього показника в межах одного виду [11, 15, 16, 18], метою цієї роботи 
було дослідити здатність сульфатвідновлювальних бактерій D. desulfuricans Ya-
11 та Desulfobacter sp. відновлювати нітрати за різних умов культивування. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

Об’єктом дослідження були сульфатвідновлювальні бактерії Desulfovibrio 
desulfuricans Ya-11 та Desulfobacter sp.1

Бактерії культивували у середовищі Постгейта С такого складу (г/л): калій ди-
гідрофосфат – 0,5; амоній хлорид – 1,0; натрій сульфат – 4,5; кальцій хлорид гек-
сагідрат – 0,06; магній сульфат гептагідрат – 0,06; натрій сульфат – 6; дріжджовий 
екстракт – 1; ферум сульфат гептагідрат – 0,004; натрій цитрат дигідрат – 0,3; рН 
середовища – 7,6 [17]. При дослідженні здатності сульфатвідновлювальних бакте-
рій використовувати нітрати і нітрити як кінцеві акцептори електронів їх додавали 
у формі KNO3

 та NaNO2, відповідно, у модифіковане середовище Постгейта С без 
сульфат–йонів у концентраціях 1; 5 і 10 мМ. Бактерії вирощували у рідкому се-
редовищі Постгейта С у пробірках об’ємом 20 мл, щільно закритих гумовими кор-
ками в атмосфері аргону при температурі +28°С, рН 7,0–7,6.

Біомасу клітин після їхнього вирощування визначали ваговим методом або 
турбідиметрично, використовуючи фотоелектроколориметр КФК-3 (λ=340 нм, 
кювета з оптичним шляхом 3 мм). Для фотоелектроколориметричного визначен-
ня біомаси клітин будували калібрувальну криву залежності екстинції від сухої 
маси клітин.

1	Штами виділені із водойм Яворівського сіркового родовища і зберігаються в колекції кафедри мікробіо
логії Львівського національного університету імені Івана Франка.
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Кількість гідроген сульфіду в культуральній рідині визначали фотометрично 
з використанням фотоелектроколориметра КФК-3 (λ=665 нм, кювета з оптичним 
шляхом 30 мм). Метод ґрунтується на взаємодії гідроген сульфіду з п-аміно
диметиланіліном з утворенням метиленової сині. Реакційна суміш мала такий 
склад: 0,16 мМ розчин цинк цитрату − 10 мл; дистильованої води – 1,98 мл; 4 мл 
розчину п-амінодиметиланіліну (1,15 г/л у 4 н розчині сульфатної кислоти) та  
20 мкл досліджуваного розчину. Через 5 хв додавали 1 мл ферум (ІІІ) хлориду і фо-
тометрували [19].

Сульфат у середовищі визначали турбідиметрично з використанням фото-
електроколориметра КФК-3 (λ=520 нм, кювета з оптичним шляхом 10 мм) після 
його осадження барій хлоридом. Для стабілізації суспензії використовували глі-
церин [4]. 

Для визначення нітрату його попередньо відновлювали цинковим пилом до 
нітриту. З цією метою до проби додавали 0,3 г сухого відновника і 5 мл 12% роз-
чину оцтової кислоти. Через 10 хв пробірки центрифугували; отриманий супер-
натант спектрофотометрували при λ=540 нм [5]. За калібрувальною кривою зна-
ходили концентрацію нітриту.

Кількість амонію визначали спектрофотометрично при довжині хвилі 640 нм. 
Для цього до 5 мл середовища додавали 5 мл фенольного реактиву (1,8% роз-
чин фенолу), 5 мл 25%-ного розчину натрій гіпохлорату і 5 мл натрій нітропруси-
ду (5 мкг/мл) [7].

Для виявлення молекулярного азоту у пробірки зі середовищем з нітратом 
поміщали поплавок запаяним кінцем догори. 

Статистичну обробку результатів проводили за допомогою програм Microsоft 
Excel 2003, OriginPro 7.0 та як описано [1]. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
Для встановлення здатності бактерій D. desulfuricans Ya-11 використовувати 

нітрат як акцептор електронів попередньо вирощені у середовищі з сульфатом 
клітини культивували у середовищі без  з додаванням  у концентраціях 
1; 2,5; 5 і 10 мМ. Контролем слугувало середовище, в якому єдиним акцептором 
електронів був сульфат. За наявності у середовищі різних концентрацій нітрату 
бактерії D. desulfuricans Ya-11 росли, а рівень нагромадження біомаси був дещо 
нижчим, ніж у середовищі зі сульфатами (рис. 1, а–в). Протягом чотирьох діб 
культивування нітрат середовища повністю відновлювався клітинами D. desul
furicans Ya-11 (рис. 1, б–д). Рівень нагромадження біомаси бактеріями у середо-
вищі з 1 мМ  був приблизно на 30% нижчим порівняно з ростом бактерій  
у середовищі зі сульфатом (рис. 1, а), а у середовищах з 5–10 мМ нітрату – на-
ближався до показників контролю і становив 3–3,2 г/л (рис. 1, г–д). 

Клітини бактерій, попередньо вирощені у середовищі зі сульфатом, повніс-
тю відновлювали  (рис. 2) подібно до клітин, попередньо вирощених у серед-
овищі, в якому єдиним акцептором електронів був нітрат. Це свідчить про консти-
тутивну природу нітратредуктази у D. desulfuricans Ya-11, на відміну від штаму  
D. desulfuricans 27774 [14].

Дисиміляційна сульфат- і нітратредукція супроводжується нагромадженням  
у середовищі відновлених продуктів – гідроген сульфіду й амонію, відповідно. 
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Рис. 1.	 Ріст (-■-) та відновлення нітрату (-▲-) D. desulfuricans Ya-11 за різної концентрації  в се-
редовищі: а – контроль (середовище без нітрату); б – 1 мМ; в – 2,5 мМ; г – 5 мМ; д – 10 мМ

Fig. 1.	 Growth (-■-) and nitrate reduction (-▲-) by D. desulfuricans Ya-11 at different  concentrations in 
the medium: а – control (the medium without nitrate); б – 1 mM; в – 2.5 mM; г – 5 mM; д – 10 mM
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Рис. 2.	Ріст (-■-) і відновлення нітрату (-▲-) клітинами D. desulfuricans Ya-11, попередньо вирощеними  
у середовищі з сульфатом, за концентрації  10 мМ

Fig. 2.	 Growth (-■-) and nitrate reduction (-▲-) by D. desulfuricans Ya-11 cells grown in the medium with sulfate 
at  concentration 10 mM

Утворення гідроген сульфіду у D. desulfuricans Ya-11 досліджено нами раніше [2, 
10]. Щоб дослідити шлях редукції нітрату ми вивчали природу проміжних продук-
тів, що нагромаджувалися в середовищі при рості бактерій з  як єдиним ак-
цептором електронів. Оскільки в усіх експериментах з  не спостерігали виді-
лення газу, то можна вважати, що бактерії D. desulfuricans Ya-11 не здійснюють 
денітрифікації. Були визначені продукти відновлення нітрату в культурі D. desul-
furicans Ya-11. Попередні якісні реакції на нітрити й амоній дали позитивні резуль-
тати, тому в подальших експериментах була досліджена динаміка нагромаджен-
ня цих сполук у процесі росту D. desulfuricans Ya-11 у середовищах з різними кон
центраціями нітрату. За наявності у середовищі нітрату в концентрації 1–2,5 мМ 
(рис. 3, а, б) бактерії практично повністю відновлювали його після 2–4 діб куль-
тивування, нагромаджуючи в кінцевому результаті до 2 мМ . Зростання ви-
хідної концентрації  призводило до збільшення часу, необхідного для повно-
го відновлення нітрату (рис. 3, в, г). Так, за концентрації нітрату 5, 10 мМ бактерії 
повністю його відновлювали через шість діб культивування, при цьому у середо
вищі нагромаджувалося до 3,6 і 8,5 мМ , відповідно. 

На ранніх етапах культивування бактерій у середовищі з нітратом у всіх випад-
ках спостерігали нагромадження  (див. рис. 3). Відмиті клітини D. desulfuricans 
Ya-11 використовували нітрит середовища і перетворювали їх до  (рис. 4). За 
три доби інкубації суспензія клітин D. desulfuricans Ya-11 2,5 мг/мл повністю від-
новлювала  середовища, де його концентрація становила 5 мМ. 

Для дослідження здатності бактерій D. desulfuricans Ya-11 використовувати 
сульфати і нітрати за різної вихідної концентрації останніх їх культивували у сере
довищі з 1; 5 та 10 мМ . Як видно з рис. 5, бактерії добре росли у контрольно-
му середовищі (без нітрату) і протягом семи діб культивуваня використали 95% 
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Рис. 4. Використання  (-▲-) і утворення  (-■-) бактеріями D. desulfuricans Ya-11
Fig. 4. Consumption of  (-▲-) and  production (-■-) by D. desulfuricans Ya-11 bacteria

Рис. 3.	Ріст бактерій D. desulfuricans Ya-11 (-■-), використання нітрату (-▲-), утворення  (-●-) та  
(-♦-) у середовищі з різною концентрацією : а – 1 мМ; б – 2,5 мМ; в – 5 мМ; г – 10 мМ

Fig. 3.	 Growth of D. desulfuricans Ya-11 cells (-■-), utilization of nitrate–ions (-▲-), production of  (-●-) and 
 (-♦-) in the medium with different  concentrations: а – 1 mM; б – 2.5 mM; в – 5 mM; г – 10 mM
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внесеного сульфату. Додавання до середовища 1 мМ нітрату практично не впли-
вало на рівень використання сульфату, а за наявності 5–10 мМ  бактерії ви-
користали близько 40% . Внесення 10 мМ нітрату призводило до суттєвого 
зменшення рівня використаного сульфату. 

Нітрати належать до небезпечних забруднювачів навколишнього середови-
ща. Зростання їхньої концентрації у ґрунтах і водоймах призводить до зниження 
вмісту кисню у ґрунті, а це сприяє підвищеному виділенню в атмосферу двох 
парникових газів – окису азоту і метану. Основні шляхи детоксикації нітратів  
у прокаріот – це денітрифікація і амоніфікація [8, 12]. Однак у зоні помірного клі-
мату ці процеси сильно сповільнюються в холодну пору року. Раніше ми повідо-
мляли про те, що з водойм Язівського сіркового родовища виділили психрофіль-
ні штами сульфатвідновлювальних бактерій, які інтенсивно відновлюють суль-
фати до гідроген сульфіду за низьких температур [3]. Дослідження здатності 
відновлювати нітрат бактеріями Desulfobacter sp. показало, що максимальне від-
новлення нітрату спостерігали за температури +4…+12°С (рис. 6). Протягом семи 
діб культивування бактерії відновлювали понад 90% внесеного у середовище ні-
трату за температури +12°С. 

Таким чином, сульфатвідновлювальні бактерії D. desulfuricans Ya-11 і Desul-
fobacter sp., крім сульфату, як акцептор електронів можуть використовувати ніт
рат. Засвоєння нітрату спостерігається як за відсутності сульфатів, так і за їхньої 
наявності у середовищі. Кінцевим продуктом цього процесу у D. desulfuricans Ya-
11 є амоній. Високі концентрації нітратів інгібують процес сульфатредукції. За 
концентрації  1 мМ процес відновлення сульфатів не зазнає помітних змін.

Описані штами сульфатвідновлювальних бактерій можуть бути перспектив-
ними для біоремедіації середовища від нітратів і сульфатів.

Рис. 5.	Використання  і  бактеріями D. desulfuricans Ya-11 за різних вихідних концентрацій ніт
рату

Fig. 5.	 Consumption of  and  by D. desulfuricans Ya-11 bacteria at different initial concentrations of  
 nitrate
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THE ABILITY OF SULFATE-REDUCING BACTERIA DESULFOVIBRIO 
DESULFURICANS YA-11 I DESULFOBACTER SP. TO USE NITRATE 
AS ELECTRON ACCEPTOR

T. B. Peretyatko, S. P. Gudz 
Ivan Franko National University of Lviv 

4, Hrushevskyi St., Lviv 79005, Ukraine
e-mail: t_peretyatko@franko.lviv.ua

The ability of Desulfovibrio desulfuricans Ya-11 bacteria to use nitrate as terminal 
electron acceptor was studied. The level of biomass accumulation in the medium with 
nitrate changed depending on the initial  concentration. At nitrate concentration  
5 mM the bacterial biomass was the same as in the medium with sulfate. The intermedi-
ate product of nitrates reduction in D. desulfuricans Ya-11 is nitrite, and the final one – 
ammonium. High nitrates concentrations in the medium inhibit the process of dissimila-
tory sulfate reduction. Washed cells of D. desulfuricans Ya-11 fully reduced nitrite of the 
medium to ammonium. The ability of psychrophyllic sulfate-reducing bacteria Desulfo-
bacter sp. to reduce nitrates at low temperatures is demonstrated.

Key words: sulfate-reducing bacteria, nitrate, electron acceptor.
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СПОСОБНОСТЬ СУЛЬФАТРЕДУЦИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ DESULFOVIBRIO 
DESULFURICANS YA-11 И DESULFOBACTER SP. ИСПОЛЬЗОВАТЬ НИТРАТ 
В КАЧЕСТВЕ АКЦЕПТОРА ЭЛЕКТРОНОВ

Т. Б. Перетятко, С. П. Гудзь
Львовский национальный университет имени Ивана Франко

ул. Грушевского, 4, Львов 79005, Украина
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Исследована способность бактерий Desulfovibrio desulfuricans Ya-11 исполь-
зовать нитрат в качестве конечного акцептора электронов. В среде с нитратом 
уровень биомассы изменялся в зависимости от исходной концентрации . 
При концентрации нитрата 5 мМ биомасса бактерий существенно не отличалась 
от таковой в среде с сульфатом. Промежуточным продуктом восстановления 
нитрата у D. desulfuricans Ya-11 является нитрит, а конечным – аммоний. Высо-
кие концентрации нитрата ингибируют процесс диссимиляционного восстанов-
ления сульфатов. Отмытые клетки D. desulfuricans Ya-11 полностью восстанав-
ливали нитрит в аммоний. Показана способность психрофильной сульфат-ре-
дуцирующей бактерии Desulfobacter sp. восстанавливать нитрат при низких тем-
пературах.

Ключевые слова:	 сульфатвосстанавливающие бактерии, нитрат, акцеп-
тор электронов. 

Одержано: 06.07.2011


