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Досліджено вплив гідроген сульфіду на виживання клітин дріжджів Pichia guil-
liermondii та бактерій Bacillus subtilis і Desulfovibrio desulfuricans. Найбільш чутли
вими до дії гідроген сульфіду виявилися D. desulfuricans, а найбільш стійкими –  
P. guilliermondii. Гідроген сульфід спричиняє суттєві зміни в ультраструктурі клітин. 
У B. subtilis і P. guilliermondii спостерігали відшарування цитоплазматичної мембра
ни, руйнування мембранних структур і клітинної стінки та нагромадження сульфідів 
металів у цитоплазмі.
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ВСТУП

Гідроген сульфід – високотоксична сполука для всіх живих організмів. Утво
рення гідроген сульфіду має місце на деяких промислових виробництвах, очисних 
спорудах тощо [11]. Проблема забруднення довкілля гідроген сульфідом стоїть 
особ ливо гостро у сірковидобувних регіонах Прикарпаття [5, 6].

Найбільш чутливими до дії гідроген сульфіду серед мікроорганізмів виявилися 
ціанобактерії. Ця сполука в мікромолярних концентраціях пригнічує оксигенний фо
тосинтез [8, 10, 13]. Окремі представники ціанобактерій здійснюють аноксигенний 
фотосинтез за наявності H2S. Вони виявилися менш чутливими до гідроген сульфі
ду порівняно з іншими ціанобактеріями [8]. Досить стійкими до дії H2S є археї 
Archaeo globus profundus та Methanocaldococcus jannaschii, які здатні рости при кон
центраціях гідроген сульфіду 60–80 мМ. Проте за відсутності джерела енергії наяв
ність гідроген сульфіду в середовищі підвищувала загибель клітин цих мікроорга
нізмів [12].

Механізм дії гідроген сульфіду на живі організми досліджений недостатньо. 
Вважають, що можливою мішенню дії цієї сполуки є метало та дисульфідвмісні 
білки [11]. Мікроорганізми можуть виявитися зручними об’єктами для вивчення та 
розв’язання цієї проблеми.
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МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

Об’єктами досліджень були дріжджі Pichia guilliermondii AТСС 9058, бактерії 
Bacillus subtilis ВКМВ428 та Desulfovibrio desulfuricans Ya11. Останні виділені й 
іден тифіковані на кафедрі мікробіології Львівського національного університету 
імені Івана Франка.

Дріжджі вирощували на середовищі Беркгольдера з дріжджовим екстрактом 
[7], бактерії B. subtilis – на середовищі Спіцайзена з дріжджовим екстрактом та 
глюкозою [1] при температурі +30°С за аеробних умов (на качалці при 150 об/хв  
у колбах, на третину заповнених середовищем і закритих ватномарлевими корка
ми). D. desulfuricans культивували на середовищах Постгейта В та С [14] при тем
пе ратурі +27°С за анаеробних умов. Для створення анаеробних умов пробірки по
вністю заповнювали середовищем і закривали гумовими корками, а чашки помі
щали в генбокси з генераторами для анаеробів (Biomerieux, Франція).

Концентрацію клітин і гідроген сульфіду визначали турбідиметрично на КФК3 
[9, 16].

Для дослідження виживання мікроорганізмів використовували культуру з екс
поненційної фази росту. Клітини осаджували, відмивали і ресуспендували у сте
рильному фосфатному буфері (рН 7,0). До отриманої суспензії вносили розчин на
трій сульфіду у відповідній концентрації. Після відповідного періоду інкубації роз
ведену суспензію клітин використовували для посіву на чашки Петрі з агаризова
ним середовищем. Контролем були клітини, інкубовані без Na2S.

Для дослідження ультраструктурних змін відмиті клітини дріжджів і бактерій ін
кубували за наявності відповідних концентрацій гідроген сульфіду протягом такого 
часу, що забезпечує 50 і 10% виживання. Після цього клітини двічі відмивали сте
рильною водопровідною водою й осаджували цетрифугуванням при 10 тис. об./хв 
протягом 15 хв. Клітини дріжджів фіксували в 1,5% розчині калій перманганату, а клі
тини бактерій – в 1,5% розчині ОsО4 у какодилатному буфері (рН 7,2) протягом 90 хв 
при 0°С. Фіксовані клітини зневоднювали у розчинах зі зростаючими концентраціями 
етанолу і пропілен оксиду та переносили в епоксидну смолу Embed812. Ультратонкі 
зрізи клітин отримували на ультрамікротомі УМТП–6 і контрастували плюмбум цитра
том за Рейнольдсом [15]. Перегляд і фотографування зразків здійснювали на елек
тронному трансмісійному мікроскопі ПЕМ100 при прискорювальній напрузі 75 кВ.

Для дослідження впливу гідроген сульфіду на нагромадження сульфідів у клі
тинах P. guilliermondii їх інкубували з гідроген сульфідом концентрацією 125 мМ 
протягом 23 та 54 хв. Після цього клітини осаджували, двічі відмивали дистильова
ною водою і руйнували на ультразвуковому дезінтеграторі УЗДН2Т при 22 кГц про
тягом 5 хв при 0оС. До зруйнованих клітин додавали HCl до кінцевої концентрації 
15% [3] і вимірювали концентрацію утвореного при цьому гідроген сульфіду турбі
диметричним методом [16].

Статистичне оброблення отриманих результатів проводили з використанням 
програми „Origin 6.1”. Вибір тактики статистичного оброблення й підготовку даних 
для аналізу здійснювали, базуючись на загальноприйнятих методах [4] при рівні 
достовірності Р < 0,05.
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РЕЗУЛЬТАТИ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
Спочатку дослідили вплив гідроген сульфіду на виживання P. guilliermondii. По

передньо встановлено [2], що в концентрації 31,3 мМ гідроген сульфід спричиняє за
гибель 84% клітин Saccharomyces cerevisiae протягом 45 хв. Тому виживання P. guil-
liermondii досліджували за концентрації 30 мМ, але протягом 1 год. За цих умов гід
роген сульфід не спричиняв суттєвого зменшення відсотка виживання (рис. 1), і по
дальші досліди проводили при вищих концентраціях цієї сполуки. За концентрації 
гідроген сульфіду 125 мМ спостерігається загибель 50% дріжджів протягом 23 хв,  
а збільшення часу інкубації до 54 хв викликає загибель 90% клітин (рис. 1).

 Рис. 1. Вплив гідроген сульфіду на виживання дріжджів P. guilliermondii

 Fig. 1. Effects of hydrogen sulfide on P. guilliermondii yeasts su r vival

Для дослідження змін в ультраструктурі дріжджів P. guilliermondii клітини обро
бляли гідроген сульфідом концентрацією 125 мМ протягом 23 та 54 хв.

Інкубація клітин протягом 23 хв з такою концентрацією гідроген сульфіду при
зводила до зміни структури клітинної стінки та форми вакуолі, на її поверхні 
з’являлися численні інвагінації. Всередині клітин спостерігалося нагромадження 
електроннощільних речовин (рис. 2, б).

Збільшення часу інкубації до 54 хв призводило до набухання та руйнування 
клітинної стінки, відшарування цитоплазматичної мембрани від неї. Значно зрос
тала електронна щільність цитоплазми. У цитоплазмі не було помітно жодних вну
трішньоклітинних структур, окрім ядра (рис. 2, в). Причиною цього може бути неви
біркове нагромадження електроннощільних речовин у всіх структурах, або ж руй
нування останніх.

Для встановлення природи електроннощільних речовин клітини інкубували у 
середовищі з гідроген сульфідом, потім руйнували і визначали виділення гідроген 
сульфіду після додавання хлоридної кислоти. Виявилося (табл. 1), що при інкубації 
клітин з гідроген сульфідом у концентрації 125 мМ протягом 23 хв відбувалося не
значне зростання кількості H2S після додавання HCl, а при інкубації клітин протягом 
54 хв спостерігали збільшення концентрації гідроген сульфіду майже утричі, що 
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свідчить про збільшення вмісту сульфідів у клітинах. Саме за цієї концентрації гід
роген сульфіду виявлено високий вміст електроннощільних речовин у клітинах 
(див. рис. 2). Очевидно, основну кількість електроннощільних речовин, що нагрома
джуються в клітинах при їх інкубуванні з H2S, становлять сульфіди металів.

Іншими об’єктами досліджень були бактерії B. subtilis і D. desulfuricans. При дії 
гідроген сульфіду концентрацією 125 мМ на клітини B. subtilis через 15 хв інкубації 
спостерігали виживання лише 40% клітин. При збільшенні часу інкубації до 30 хв 
практично всі клітини гинули (рис. 3, а).
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Рис. 2. Вплив гідроген сульфіду на ультраструк
туру клітин P. guilliermondii:

 а – контроль, б – 125 мМ протягом 23 хв, 
в – 125 мМ H2S протягом 54 хв (×4000).

 1 – клітинна стінка; 2 – цитоплазматична 
мембрана; 3 – вакуоля; 4 – ядро; 5 – мі
тохондрії; 6 – цитозоль

Fig. 2. Effects of hydrogen sulfide on P. guillier-
mondii cell ultrastructure: 

 a – control, б – 125 mM, H2S 23 min, в – 
125 mM H2S, 54 min (×4000). 

 1 – cell wall; 2 – cytoplasm membrane; 3 – 
vacuole; 4 – nucleus; 5 – mitochondria;  
6 – cytosol

Таблиця 1. Утворення H2S при обробленні зруйнованих клітин хлоридною кислотою
Table 1. Production of H2S after the treatment of destroyed cells with hydrochloric acid

Час інкубування клітин із 125 мМ Н2S, хв [H2S], ммоль/г клітин
0 0,359 ± 0,002

23 0,492 ± 0,003

54 1,004 ± 0,002
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На відміну від B. subtilis, бактерії D. desulfuricans, що є природними продуцента
ми H2S, виявилися значно чутливішими до наявності цієї сполуки в середовищі. Якщо 
в B. subtilis спостерігалася повна загибель клітин при концентрації гідроген сульфіду 
125 мМ, то у D. desulfuricans повна загибель клітин спостерігалася вже при концен
трації 90 мМ. 50% клітин виживало при дії 30 мМ гідроген сульфіду протягом 30 хв 
(рис. 3, б). Подібно, як у P. guilliermondii, у B. subtilis, оброблених Н2S, спостерігається 
порушення форми клітини, що, можливо, пов’язано з втратою жорсткості клітинної 
стінки, та нагромадження в цитоплазмі електроннощільних речовин. Характерно, що 
останні розсіяні по всій цитоплазмі, однак їхня концентрація значно менша в зоні ну
клеоїда і перисептального кільця (рис. 4).

Рис. 3. Вплив гідроген сульфіду на виживання бактерій B. subtilis (а) і D. desulfuricans (б)
Fig. 3. Effects of hydrogen sulfide on B. subtilis (а) and D. desulfuricans (б) bacteria survival
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Рис. 4. Вплив гідроген сульфіду на ультраструктуру 
клітин B. subtilis: 

 а – контроль, б – 90 мМ H2S протягом 16 хв,  
в – 90 мМ H2S протягом 39 хв (×10 000).

 1 – клітинна стінка; 2 – нуклеоїд; 3 – перисеп
тальне кільце; 4 – цитоплазма

Fig. 4. Effects of hydrogen sulfide on B. subtilis cells 
ultrastructure: 

 a – control, б – 90 mM H2S, 16 min, в – 90 mM 
H2S, 39 min (×10 000). 

 1 – cell wall; 2 – nucleoid; 3 – periseptal ring;  
4 – cytoplasm

Таким чином, різні мікроорганізми виявляють різну чутливість до гідроген суль
фіду в середовищі. Найстійкішими до цієї сполуки виявилися дріжджі P. guilliermon-
dii, а найбільш чутливими – D. desulfuricans. У всіх досліджуваних мікроорганізмів 
за інгібуючих концентрацій гідроген сульфіду спостерігається дезорганізація клі
тинної стінки, зміни в мембранних структурах і нагромадження сульфідів, які ви
кликають зміни у структурі цитоплазми. Всі перелічені зміни у клітині можуть спри
чиняти їхню загибель.

Автори висловлюють щиру подяку провідному науковому співробітникові між
факультетської лабораторії електронної мікроскопії Львівського національного уні
верситету імені Івана Франка О.Р. Кулачковському за проведення електронно
мікроскопічних досліджень.

Робота частково виконана за рахунок коштів Державного бюджету України в 
рамках проекту Державного фонду фундаментальних досліджень.
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STRUCTURAL AND FUNCTIONAL CHANGES IN THE CELLS 
OF MICROORGANISMS UNDER THE INFLUENCE OF HYDROGEN SULFIDE

A. A. Halushka, S. P. Gudz
Ivan Franko National University of Lviv, 4, Hrushevskyi St., Lviv 79005, Ukraine

Influence of hydrogen sulfide on the survival of Pichia guilliermondii yeasts and Bacil-
lus subtilis і Desulfovibrio desulfuricans bacteria cells was investigated. The most sensi
tive to the influence of hydrogen sulfide were D. desulfuricans, and the most resistant –  
P. guilliermondii. Hydrogen sulfide caused changes in cell ultrastructure. In B. sub tilis and 
P. guilliermondi, the plasmolysis, membrane structures and cell wall destruction and ac
cumulation of metals sulfides in the cytoplasm were observed.

Key words: hydrogen sulfide, toxicity, survival, ultrastructure.
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СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ В КЛЕТКАХ 
МИКРООРГАНИЗМОВ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ СЕРОВОДОРОДА

А. А. Галушка, С. П. Гудзь
Львовский национальный университет имени Ивана Франко

ул. Грушевского, 4, Львов 79005, Украина

Исследовано влияние сероводорода на выживание клеток дрожжей Pichia 
guilliermondii и бактерий Bacillus subtilis и Desulfovibrio desulfuricans. Наиболее 
чувствительными к действию сероводорода оказались D. desulfuricans, а наибо
лее стойкими – P. guilliermondii. Сероводород вызывает существенные изменения 
в ультраструктуре клеток. У B. subtilis и P. guilliermondii наблюдали отслоение ци
топлазматической мембраны, разрушение мембранных структур и клеточной 
стенки, а также накопление сульфидов металлов в цитоплазме.

Ключевые слова: сероводород, токсичность, выживание, ультраструктура.


