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Досліджено ріст фототрофних зелених сіркобактерій Chlorobium limicola Ya-2002 
за впливу різних концентрацій солей важких металів. Показано, що внесення CdSO4, 
ZnSO4, Pb(NO3)2 чи CuSO4 у середовище пригнічує нагромадження біомаси бакте-
рій. Визначено швидкість поглинання кисню клітинами C. limicola Ya-2002 за умов 
росту в середовищі зі солями металів. Вcтановлено, що найбільше на цей показник 
впливає внесення 2,5 мМ Pb(NO3)2 у середовище культивування. 

Ключові слова:	 фототрофи, зелені сіркобактерії, Chlorobium limicola Ya-2002, 
токсичність, поглинання кисню, важкі метали.

ВСТУП

У 2006 р. на місці Яворівського сірчаного кар’єру внаслідок затоплення утвори-
лось озеро площею 1080 га. В окремих ділянках глибина озера сягає 100 м [7]. 

Роботами науковців кафедри мікробіології Львівського національного універ-
ситету імені Івана Франка показано, що висока концентрація сульфатів і наявність 
органічних речовин, які надходять із водами річок, сприяють розвиткові сульфат-
відновлювальних бактерій, продуктом життєдіяльності яких є сірководень. Остан-
ній є токсичною сполукою і екологічно небезпечним [3, 7]. Встановлено, що чисель-
ність цих бактерій у нижніх ділянках водної товщі озера (глибина 40 м) становить 
1,42–1,52×106 клітин/мл, а у мулі – 4,71×106 [15]. Це свідчить про їхнє широке роз-
повсюдження в озері та характеризує інтенсивність дисиміляційного сульфатвід-
новлення [7, 15]. У збагаченій сульфатами воді озера Яворівське саме інтенсив-
ність сульфатвідновлення визначає швидкість розвитку фотосинтезувальних зеле-
них сіркобактерій і впливає на кругообіг речовин загалом [2, 9].

Мікроорганізми водойм є першою ланкою, яка поєднує організми з абіотичним 
середовищем. З діяльністю мікроорганізмів пов’язаний кисневий режим, транс-
формація біогенних елементів, утворення придонних відкладень, синтетичні про-
цеси та, в першу чергу, нагромадження бактерійного білка й органічного вуглецю, 
які відіграють важливу роль у балансі речовин водойм і засвоюються організмами 
наступних трофічних рівнів [4, 9].
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Результати аналізу вмісту у воді іонів важких металів, зокрема Cd2+, Zn2+, Pb2+ та 
Cu2+, протягом кількох останніх років показали їхнє швидке нагромадження у придон
них відкладах, що призводить до порушень функціонування мікробоценозів [15]. 

Зелені фототрофні сіркобактерії родини Chlorobiaceae поширені в безкисне-
вих ділянках водойм. На відміну від пурпурових сіркобактерій, зелені – накопичу-
ють молекулярну сірку ззовні клітин, яка в подальшому окиснюється до сульфатів 
[1, 10, 20, 21, 26]. Вплив солей важких металів на аноксигенні зелені фотосинтезу-
вальні сіркобактерії не вивчено. 

Метою нашої роботи було дослідити ріст і швидкість поглинання кисню кліти-
нами виділених бактерій за впливу CdSO4, ZnSO4, Pb(NO3)2 чи CuSO4. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Фототрофні зелені сіркобактерії – Chlorobium limicola Ya-2002 – виділені й іден-
тифіковані на кафедрі мікробіології Львівського національного університету імені 
Івана Франка [3, 5].

Бактерії вирощували 10 діб за анаеробних умов при температурі +25…+28°С 
у середовищі GSB (Green Sulfur Bacteria) [27] такого складу (г/л): калій дигідрофос-
фат – 0,30; амоній хлорид – 0,34; калій хлорид – 0,34; кальцій хлорид дигідрат – 
0,15; магній сульфат гептагідрат – 0,50. Значення рН середовища становило 6,8. 
Освітлення при вирощуванні зелених сіркових бактерій було цілодобовим, забез-
печувалося лампою розжарювання потужністю 60 Вт. Інтенсивність світла стано
вила 40 лк. Крім того, використовували червоні світлофільтри, які пропускали світ-
ло оптимальної для даних бактерій довжини хвилі [6, 27]. 

З метою дослідження здатності фотосинтезувальних сіркобактерій до росту в 
присутності солей важких металів, до середовища вносили різні концентрації (0,5, 
1,0, 1,5, 2,0 та 2,5 мМ) CdSO4, ZnSO4, Pb(NO3)2 чи CuSO4. 

Перед посівом у середовище стерильно вносили біотин (20 мкг/л), а також такі 
речовини з 10% розчинів (мл/л): натрій ацетат – 10; натрій гідрокарбонат – 15; натрій 
сульфід наногідрат – 2,5; натрій піруват – 10; мікроелементи – 1,0.

Біомасу визначали за мутністю розведеної суспензії клітин фотометруванням 
на фотоелектроколориметрі КФК-3 (λ=450 нм, кювета з оптичним шляхом – 3 мм) [8].

Швидкість поглинання кисню визначали полярографічним методом, викорис-
товуючи полярограф марки YSI MODEL 5300 Biologycal oxygen monitor і виражали 
у нг О2/хв×мг клітин [17].

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 [13]. Досто-
вірною вважалася різниця при показнику достовірності Р>0,95. Статистичне опра-
цювання результатів проводили, використовуючи програми Exсel та Origin.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ

Електронномікроскопічні дослідження показали, що виділені з водойм Яворів-
ського сіркового родовища клітини зелених сіркобактерій були паличкоподібні – від 
прямих до зігнутих, овальні або спіральні. Клітини містили хлоросоми. Розмноження 
відбувалося бінарним поділом (рис. 1). Клітини бактерій нерухомі, залишаються при-
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кріпленими одна до одної, утворюючи нитки чи стрептококоподібні ланцюжки, по-
криті слизом. Як запасну речовину штам бактерій нагромаджував глікоген [3]. Ко-
лонії фототрофних зелених сіркобактерій забарвлені в темно-зелений колір. 

Здатність бактерій циклу сірки рости за впливу солей важких металів, а також 
резистентність мікроорганізмів до цих сполук є штамоспецифічними ознаками. Шта-
ми одного і того ж роду чи виду можуть мати різну стійкість до солей важких металів.

Наявність солей важких металів впливала на ріст бактерій неоднаково. Так, за 
внесення 0,5 мМ солі Кадмію в середовище на восьму добу росту біомаса зменшу-
валася на 43%, порівняно з контролем (рис. 2). При збільшенні концентрації солі 
від 1,0 до 2,0 мМ ріст бактерій інгібувався на 54–74%, порівняно з варіантом, у який 
не вносили CdSO4. За найвищої концентрації CdSO4 (2,5 мМ) біомаса на восьму 
добу росту зменшилася на 81%, порівняно з контролем.

Рис. 2. Ріст культури C. limicola Ya-2002 за впливу CdSO4
Fig. 2. Growth of C. limicola Ya-2002 culture under the influence of CdSO4

Рис. 1.	Клітини Chlorobium limicola Ya-
2002, вирощені у середовищі GSB 
(електронна мікроскопія ×8000): 
ХЛ – хлоросоми; ГЛ – глікоген

Fig. 1.	 Cells of Chlorobium limicola Ya-
2002, grown in the GSB medium 
(electron microscopy ×8000): ХЛ – 
chlorosomes; ГЛ – glycogen
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Отже, кадмій сульфат виявляє негативний вплив на нагромадження біомаси 
C. limicola Ya-2002, подібно як і для бактерій Alcaligenes eutrophus, у яких він бло-
кує синтез білків, впливає на поділ [19, 22].

Найменший вплив виявляв цинк сульфат за всіх досліджуваних концентрацій 
(рис. 3). Біомаса C. limicola Ya-2002 на восьму добу вирощування знижувалася від 
24% – за внесення 0,5 мМ солі до 44% – за внесення 2,5 мМ ZnSO4, порівняно  
з контролем. 

Рис. 3. Ріст культури C. limicola Ya-2002 за впливу ZnSO4
Fig. 3. Growth of C. limicola Ya-2002 culture under the influence of ZnSO4

При внесенні в середовище плюмбум нітрату спостерігали залежність нагро-
мадження біомаси від концентрації солі в середовищі (рис. 4). Наявність 0,5 мМ 
Pb(NO3)2 у середовищі призводила до зменшення нагромадження біомаси культу-

Рис. 4. Ріст культури C. limicola Ya-2002 за впливу Pb(NO3)2
Fig. 4. Growth of C. limicola Ya-2002 culture under the influence of Pb(NO3)2
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рою на 54% на восьму добу росту, порівняно з контролем. Збільшення концентра-
ції солі викликало уповільнення процесів нагромадження біомаси до третьої доби, 
після чого вона зростала за концентрації 0,5 мМ і 1,0 мМ солі. Однак у концентрації 
1,5–2,0 мМ Pb(NO3)2 спричиняв інгібування росту на восьму добу 69–81%, порівня-
но з контролем. За найвищої концентрації (2,5 мМ) солі металу у середовищі біо-
маса культури була меншою на 89%, порівняно з контролем.

Отже, плюмбум нітрат спричиняв значне інгібування росту бактерій C. limicola 
Ya-2002. Для грунтових бактерій описана здатність Плюмбуму взаємодіяти із фос-
фоліпідами мембрани, викликаючи порушення її цілісності [24].

Найбільший негативний вплив на нагромадження біомаси спостерігали за на-
явності в середовищі різних концентрацій CuSO4. Внесення 0,5 мМ солі пригнічу-
вало нагромадження біомаси на 61%, а при збільшенні концентрації солі металу 
до 1,0 мМ – на 86%. При додаванні CuSO4 у концентраціях 1,5–2,0 мМ не спосте-
рігали суттєвого впливу на ріст бактерій. Збільшення концентрації купрум сульфа-
ту до 2,5 мМ знижувало нагромадження біомаси культури на восьму добу на 90%, 
порівняно з контролем (рис. 5). 

Рис. 5. Ріст культури C. limicola Ya-2002 за впливу CuSO4
Fig. 5. Growth of C. limicola Ya-2002 culture under the influence of CuSO4

Зелені сіркобактерії – це мікроорганізми, які є анаеробами, причому вони чутли-
віші до О2, ніж більшість пурпурових сіркобактерій. Відомо, що бактерії C. limicola 
Ya-2002 містять каталазу та супероксиддисмутазу, однак клітини цих мікроорганізмів 
за аеробних умов втрачають життєздатність через певний час [10, 12]. Поглинання 
молекулярного кисню у темряві сіркобактеріями відбувається дуже слабо або взага-
лі не відбувається [11]. Встановлено, що клітини сіркобактерій та їх мембранні пре-
парати використовують О2 лише за наявності світла. Припускають, що цей процес 
обумовлений функціонуванням електронтранспортного ланцюга [14].

Досліджували вплив солей важких металів на швидкість поглинання кисню зе-
леними фототрофними сірковими бактеріями C. limicola Ya-2002. Проби відбирали 
на першу та другу доби культивування. Як видно з результатів наших досліджень, 
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солі важких металів впливають по-різному на швидкість поглинання кисню зелени-
ми сіркобактеріями (рис. 6–7). 

Внесення 0,5–1,0 мМ CdSO4 у середовище не змінювало швидкості поглинан-
ня кисню на першу добу культивування, порівняно з контролем. Додавання 1,0 мМ 
ZnSO4 чи Pb(NO3)2 не спричиняло змін швидкості поглинання кисню на першу добу 
культивування. Однак збільшення концентрації цих солей у середовищі до 2,5 мМ 
стимулювало поглинання кисню культурою. За впливу купрум сульфату швидкість 
поглинання кисню дещо зменшувалась у всіх досліджуваних концентраціях і мало 
залежала від них (рис. 6).

На другу добу культивування внесення 0,5 мМ досліджуваних солей металів 
не впливало на швидкість поглинання кисню. Найбільший вплив на цей показник 
виявляв плюмбум нітрат, який стимулював його у 4 рази, порівняно з контролем за  
концентрації 2,5 мМ (рис. 7). Цинк сульфат зі збільшенням концентрації призводив 
до зменшення швидкості поглинання кисню.

Отже, за впливу кадмій сульфату швидкість поглинання кисню зростала зі 
збільшенням концентрації солі металу в середовищі культивування. За впливу 

Рис. 6.	Швидкість поглинання кис-
ню клітинами C. limicola Ya-
2002 на першу добу куль-
тивування за впливу різних 
концентрацій солей мета-
лів: 1 – 0,5 мМ; 2 – 1,0 мМ; 
3 – 1,5 мМ; 4 – 2,5 мМ

Fig. 6.	 Velocity of oxygen uptake by 
the cells of C. limicola Ya-
2002 culture after one day of 
cultivation under the influ-
ence of different concentra-
tions of metals salts: 1 – 0,5 
мМ; 2 – 1,0 мМ; 3 – 1,5 мМ; 
4 – 2,5 мМ

Рис. 7.	Швидкість поглинання кис-
ню клітинами C. limicola Ya-
2002 на другу добу культи-
вування за впливу різних 
концентрацій солей мета-
лів: 1 – 0,5 мМ; 2 – 1,0 мМ;  
3 – 1,5 мМ; 4 – 2,5 мМ

Fig. 7.	 Velocity of oxygen uptake by 
the cells of C. limicola Ya-
2002 culture after two days of 
cultivation under the influ-
ence of different concentra-
tions of metals salts: 1 – 0,5 
мМ; 2 – 1,0 мМ; 3 – 1,5 мМ; 
4 – 2,5 мМ
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цинк сульфату швидкість поглинання кисню бактеріями C. limicola Ya-2002 збіль-
шилася на першу добу. Найбільший вплив відмітили за внесення плюмбум нітрату. 
За впливу купрум сульфату швидкість поглинання кисню дещо зменшувалася на 
першу добу, порівняно з контролем. 

Досліджувані нами штами сіркоокиснювальних фототрофних зелених бакте-
рій C. limicola Ya-2002 заселяють озеро Яворівське. Саме вони відіграють надзви-
чайно важливу роль у біогеоциклі сірки у водоймах, які містять її сполуки. Таким чи-
ном, на підставі отриманих результатів побудували ряд токсичого впливу солей 
важких металів на зелені сіркобактеріі C. limicola Ya-2002 (рис. 8). 

Рис. 8. Ряд токсичної дії солей важких металів на бактерії C. limicola Ya-2002
Fig. 8. Toxicity row of heavy metals salts influence on C. limicola Ya-2002

Як видно з рис. 8, найбільший вплив на сіркобактерії C. limicola Ya-2002, порів-
няно з іншими досліджуваними солями, мав купрум сульфат. Можливо, іони цього 
металу у високих концентраціях  спричиняють інактивацію ферментів, утворюють 
міцні зв’язки з білковими молекулами, що призводить до їх інактивації, а також 
впливають на АТФ-ази, як це описано для бактерій Escherichia coli [23, 28]. Крім 
цього, іони Купруму зв’язуються в основному з клітинною поверхнею і викликають 
ушкодження [18]. Найменший негативний вплив на ріст досліджуваних мікроорга-
нізмів виявляв цинк сульфат.  Очевидно, незначне інгібування росту свідчить про 
те, що сіль Цинку не спричиняє істотних порушень. Можливо, за досліджуваних 
концентрацій він є необхідним клітині. Мікроорганізми, які живуть у збагаченому іо-
нами Цинку середовищі, мають ефективні механізми стійкості до іонів цього мета-
лу [25]. У бактерій системи транспорту захищають клітину від надлишку Zn2+. Відо-
мо, що бактерії Staphylococcus aureus також здатні рости у середовищі зі солями 
Цинку [29]. 

ВИСНОВКИ
За внесення 0,5–2,5 мМ солей Купруму та Плюмбуму біомаса зелених сірко-

бактерій C. limicola Ya-2002 зменшилася на 61–90% та 54–89%, відповідно, на вось-
му добу росту культури. За цих умов кадмій- та цинк сульфат інгібували ріст бакте-
рій, відповідно, на 43–81% і 24–44%, порівняно з контролем. Виходячи з одержаних 
результатів, для росту C. limicola Ya-2002 найбільш токсичними були іони Купруму. 
Іони Цинку найменше інгібували ростові процеси досліджуваної культури. 

Полярографічним методом уперше визначено швидкість поглинання кисню 
клітинами фототрофних зелених сіркобактерій C. limicola Ya-2002 за впливу різних 
концентрацій солей важких металів. Показано, що солі важких металів впливають 
на швидкість поглинання кисню. 

На основі отриманих результатів уперше одержано ряд токсичної дії солей 
важких металів на виділені штами фототрофних зелених сіркобактерій C. limicola 
Ya-2002: CuSO4>Pb(NO3)2>CdSO4>ZnSO4.
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EFFECTS OF HEAVY METALS SALTS ON GROWTH 
AND VELOCITY OF OXYGEN UPTAKE BY THE CELLS 
OF GREEN SULFUR BACTERIA CHLOROBIUM LIMICOLA YA-2002

I. V. Kushkevych, S. O. Hnatush 
Ivan Franko National University of Lviv, 4, Hrushevskyi St., Lviv 79005, Ukraine 

e-mail: Ivan_Kushkevych@ukr.net
Growth of phototrophic green sulfur bacteria Chlorobium limicola Ya-2002 under 

the influence of heavy metals salts different concentrations is investigated. The addition 
of CdSO4, ZnSO4, Pb(NO3)2 or CuSO4 to the medium inhibits the bacterial biomass ac-
cumulation. The velocity of oxygen uptake by C. limicola Ya-2002 during the growth in 
the media with metals salts is determined. It is affected to the largest extent by the ad-
dition of 2.5 mM of Pb(NO3)2 to the growth medium.

Key words:	 phototrophs, green sulfur bacteria, Chlorobium limicola Ya-2002, toxi
city, oxygen uptake, heavy metals.

ВЛИЯНИЕ СОЛЕЙ ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ НА РОСТ 
И СКОРОСТЬ ПОГЛОЩЕНИЯ КИСЛОРОДА КЛЕТКАМИ 
ЗЕЛЕНЫХ СЕРОБАКТЕРИЙ CHLOROBIUM LIMICOLA YA-2002 

И. В. Кушкевич, С. А. Гнатуш
Львовский национальный университет имени Ивана Франко,
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Исследован рост фототрофных зеленых серобактерий Chlorobium limicola Ya-
2002 под влиянием различных концентраций солей тяжелых металлов. Показано, 
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что внесение CdSO4, ZnSO4, Pb(NO3)2 или CuSO4 в среду подавляет накопление 
биомассы бактерий. Определена скорость поглощения кислорода клетками C. 
limicola Ya-2002 при росте в среде, которая содержит соли металлов. Уcтановле-
но, что больше всего на этот показатель влияет внесение 2,5 мМ Pb(NO3)2 в среду 
культивирования. 

Ключевые слова:	 фототрофы, зеленые серобактерии, Chlorobium limicola 
Ya-2002, токсичность, поглощение кислорода, тяжелые 
металлы.
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