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Показано, что при культивировании Bacillus subtilis ИМВ В-7023 в среде с вермикулитом (1,5–
5,0 г/л) наблюдается угнетение некоторых антиоксидантных свойств культуральной среды бакте-
рий. В частности, снижается активность перехвата гидроксильного радикала, образуемого в ре-
акции Фентона, на 2,8–11,6%, способность ингибировать образование малонового диальдегида – на 
4,4–13,1% и инактивировать 2,2-дифенил-1-пикрилгидразил радикал – на 3,1–8,5%. При этом окси-
дантная активность культуральной среды существенно возрастает. Помимо снижения протектор-
ных свойств культуральной среды для бацилл в присутствии частиц вермикулита обнаружено, что с 
увеличением содержания в питательной среде дисперсного материала повышается восстановитель-
ная способность культуральной среды этих бактерий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Bacillus subtilis, свободные радикалы, антиоксидантная активность, верми
кулит, активные формы кислорода.

Перспективным направлением растение­
водства в последнее десятилетие яв­
ляется применение комплексных ми­

кробных препаратов, использование которых 
позволяет улучшить рост и развитие растений, а 
также увеличить количество получаемой эколо­
гически чистой растительной продукции без на­
несения ущерба окружающей среде [1]. Следует 
отметить, что качество таких препаратов в зна­
чительной степени определяется их препаратив­
ной формой. Важным составляющим большин­
ства биопрепаратов являются твердые носители 
(бентонит, торф, перлит и др.) [1]. Эти высоко­
дисперсные компоненты оказывают позитивное 
влияние на физиолого-биохимические свойства 
микроорганизмов [2]. Особый интерес среди 
материалов, используемых для изготовления 
микробных препаратов, вызывает вермикулит – 
природный минерал группы гидрослюд [3]. Он 
легкий, сыпучий, не канцерогенный, биологи­
чески стойкий и не снижает жизнеспособность 
бактерий. Благодаря стабильности свойств вер­
микулит имеет длительный срок хранения [4].

В качестве одного из компонентов ком­
плексных бактериальных препаратов ранее 
нами предложено использовать фосфатмобили­

зирующие бактерии Bacillus subtilis ИМВ В-7023 
[5]. Наряду с высокой активностью использова­
ния в своем метаболизме фосфата из органиче­
ских и труднорастворимых неорганических сое­
динений [6], антагонистической активностью 
ко многим видам фитопатогенов [7], способно­
стью стимулировать рост растений и повышать 
их продуктивность [8], этот штамм оказывает 
протекторное действие на семена сельскохо­
зяйственных культур, предварительно обрабо­
танные пероксидом водорода [9]. Однако анти­
оксидантный потенциал исследуемых бацилл в 
условиях их взаимодействия с дисперсными ма­
териалами, которые используются в технологии 
изготовления микробных препаратов, не изучен.

Целью работы было исследование влияния 
природного минерала вермикулита на антиок­
сидантные и антирадикальные свойства культу­
ральной среды B. subtilis ИМВ В-7023.

Материалы и методы

Объектом исследования были фосфатмоби­
лизирующие бактерии B. subtilis ИМВ В-7023. 
Штамм выделен в Институте микробиологии и 
вирусологии им. Д. К. Заболотного НАН Украи­
ны (в отделе микробиологических процессов 
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на твердых поверхностях) [5]. Бациллы куль­
тивировали в конических колбах Эрленмейера 
объемом 750 мл, в которые вносили по 100 мл 
жидкой среды, содержащей (г/л): (NH4)2SO4 – 2,0; 
K2НРО4∙3Н2О – 14,0; KН2РО4 – 6,0; Na лимонно­
кислый – 1,0; MgSO4∙7H2O – 0,2; глюкозу – 10,0; 
рН среды 7,0–7,2 [10]. В качестве инокулума ис­
пользовали односуточную суспензию бактерий, 
полученную в описанных выше условиях. На­
чальное количество бактерий в среде после за­
сева составляло 1,7∙105 кл. в 1 мл. Инкубацию 
проводили на качалке (240 об./мин) при 28 ºС в 
течении 22 ч. Затем исследования выполняли в 
режиме «острого эксперимента», что позволя­
ло оценить реакцию антиоксидантной системы 
B. subtilis ИМВ В-7023 на внесение в питатель­
ную среду дисперсного материала. Суспензию 
бацилл, полученную в ряде колб, содержащих 
более 108 кл/мл, усредняли и вносили по 100 мл 
в колбы со стерильными навесками частиц вер­
микулита и культивировали на протяжении еще 
2 ч в условиях, описанных выше. В контрольном 
варианте бактерии культивировали в питатель­
ной среде без дисперсного материала.

Культуральную жидкость после доращива­
ния бацилл освобождали от клеток и дисперсно­
го материала центрифугированием при 6600 g в 
течение 25 мин на центрифуге ОПн-8 (ОАО ТНК 
ДАСТАН, Киргизстан). В полученной культу­
ральной среде B. subtilis ИМВ В-7023 определя­
ли показатели антиоксидантных свойств.

Используемый в опытах вермикулит сна­
чала несколько раз промывали, а затем просу­
шивали в сушильном шкафу при температуре 
160 ºС. Минерал измельчали в гомогенизаторе 
MPW-302 (Польша) 3 раза на протяжении 5 мин. 
Измельченный вермикулит просеивали через 
сито с диаметром пор 0,1 мм. Полученную фрак­
цию частиц размером менее 0,1 мм использова­
ли в экспериментах.

Активность перехвата гидроксильного ра­
дикала (·ОН) в реакции Фентона исследовали 
методом, описанным в работе [11]. Радикал ги­
дроксила генерировали в среде, содержавшей 
1,5 мМ FeSO4, 6 мМ Н2О2, 20 мМ салицилово­
кислого натрия и 3 мл культуральной среды 
B. subtilis ИМВ В-7023 в конечном объеме про­
бы 5 мл. В контрольный образец культуральной 
среды бациллы не вносили. После инкубирова­
ния в течение 1 ч при 37 ºС в реакционной смеси 
определяли содержание гидроксилированного 

салицилатного комплекса на спектрофотометре 
СФ-46 (ОАО ЛОМО, Россия) при длине волны 
562 нм.

Восстановительную способность культу­
ральной среды B. subtilis ИМВ В-7023 опреде­
ляли по методу Oyaizu [12] в среде, содержащей 
0,2 М фосфатный буфер (рН 6,6), 1%-й раствор 
K3[Fe(CN)6] и 1 мл культуральной среды в ко­
нечном объеме пробы 6 мл. Исследовали способ­
ность КС бацилл восстанавливать K3[Fe(CN)6] 
(гексацианоферрат (III) калия) до K4[Fe(CN)6] 
(гексацианоферрат (II) калия) при длине волны 
700 нм. Увеличение абсорбции реакционной 
смеси свидетельствовало о повышении восста­
новительной способности.

Оксидантную активность культуральной 
среды оценивали по накоплению в модельной 
системе конечного продукта пероксидного окис­
ления липидов (ПОЛ) – малонового диальдегида 
(МДА) [13]. В качестве субстрата использовали 
твин-80, а инициатора реакции ПОЛ – культу­
ральную среду для бацилл. Для этого к 1%-му 
раствору твина-80 в опытную пробу добавляли 
культуральную среду B. subtilis ИМВ В-7023, а 
в контрольную – соответствующий объем пита­
тельной среды. После инкубации при 40 ºС в те­
чении 48 ч определяли образование МДА с тио­
барбитуровой кислотой. Абсорбцию измеряли 
при длине волны 532 нм [13].

Антиоксидантную активность культураль­
ной среды исследуемого штамма определяли по 
степени ингибирования аскорбат- и ферроинду­
цированного окисления твина-80 до МДА [14]. 
Инкубационная среда содержала 1% твина-80, 
1 мМ FeSO4∙7H2O, 10 мМ аскорбиновой кисло­
ты и 1 мл культуральной среды B. subtilis ИМВ 
В-7023 в конечном объеме 3,4 мл. Полученные 
пробы спектрофотометрировали при длине вол­
ны 532 нм.

Антирадикальную активность культураль­
ной среды B. subtilis ИМВ В-7023 определяли 
по методу [15] с использованием 2,2-дифенил-
1-пикрилгидразил радикала (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl free radical, DPPH•). Для этого к 
3 мл культуральной среды для бацилл добавля­
ли 1 мл 0,1 мМ этанольного раствора DPPH. Ин­
тенсивность окраски регистрировали при длине 
волны 517 нм.

Для исследования антиоксидантного влия­
ния культуральной среды B. subtilis ИМВ В-7023 
на семена пшеницы сорта Подолянка их об­

експериментальні роботи



ISSN 0201 — 8470. Ukr. Biochem. J., 2014, Vol. 86, N 4 63

рабатывали 50%-ым пероксидом водорода на 
протяжении 7–30 мин, отмывали стерильным 
физиологическим раствором (ФР) и замачивали 
в бактериальной культуральной среде на протя­
жении 1 часа. Затем семена снова отмывали ФР, 
проращивали при 20 ºС на смоченной стериль­
ной дистиллированной водой фильтровальной 
бумаге. Всхожесть семян определяли согласно 
ДСТУ 4138-2202 [16]

Статистический анализ результатов про­
водили методом вариационной статистики [17], 
а также с помощью компьютерной программы 
Statistic 6.0. Каждый опыт повторяли не менее 
трех раз. В таблицах и на рисунках приведены 
средние величины 3–5 параллельных определе­
ний и их доверительные интервалы при вероят­
ности 95%. 

Результаты и обсуждение

Культивирование различных видов микро­
организмов с дисперсными материалами ока­
зывает существенное влияние на физиолого-
биохимическую активность их популяций. 
Известно, что с увеличением дисперсности 
таких материалов возрастает их удельная по­
верхность, интенсифицируются молекулярно-
кинетические явления: броуновское движение, 
диффузия, осмос, повышаются каталитические 
свойства и растворимость [18]. Вследствие это­
го в среде может изменяться концентрация ио­
нов, способных запускать реакции образования 
стресс-агентов [19].

Исходя из приблизительной формулы вер­
микулита (Mg+2, Fe+2, Fe+3)3 [(AlSi)4O10]∙(OH)2∙4H2O 
[3, 4], можно предположить, что ряд его компо­
нентов играет роль предшественников образо­
вания активных форм кислорода (АФК). Так, ион 
металла с переменной валентностью (Fe+2 и Fe+3) 
инициирует реакцию Фентона, в ходе которой 
образуется радикал •ОН. Это один из наиболее 
высокореактивных оксидантов, индуцирующий 
различные повреждения в биомолекулах [20]. 
Поэтому представляло интерес исследовать ак­
тивность перехвата радикала •ОН в модельной 
системе, содержащей FeSO4-H2O2 и культураль­
ную среду B. subtilis ИМВ В-7023 при культиви­
ровании их с разными навесками частиц верми­
кулита.

Установлено, что при внесении в питатель­
ную среду 1,5 г/л минерала статистически до­
стоверных различий в значениях исследован­

ного показателя по сравнению с контролем не 
наблюдается (рис. 1). При увеличении содержа­
ния вермикулита в среде до 2,5 г/л активность 
перехвата •ОН в культуральной среде бацилл 
снижается по отношению к контролю на 6,8%. С 
увеличением содержания вермикулита до 5,0 г/л 
этот показатель ниже контрольного на 11,6% 
(рис. 1). Таким образом, с ростом содержания 
частиц вермикулита в питательной среде бакте­
рий происходит снижение активности перехва­
та радикала гидроксила, образуемого в реакции 
Фентона. Это может быть следствием влияния 
природного минерала (микрогетерогенного ка­
тализатора – вермикулита) при внесении его в 
среду и повышения скорости инициации обра­
зования радикалов по реакции:

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + •ОН + HO-.
В состав вермикулита, помимо ионов Fe(II), 

входят ионы Fe(III) [4], которые также могут 
играть роль прооксидантов при образовании 
свободных радикалов из пероксидов:

Fe3+ + H2O2 → Fe2+ + HO2· + H+ [21].

Поэтому целесообразно было исследовать вос­
становительную способность, оксидантную и 
антиоксидантную активность культуральной 
среды бактерий B. subtilis ИМВ В-7023 при раз­
ном содержании дисперсного материала в пита­
тельной среде.

Обнаружено, что с увеличением содержа­
ния частиц вермикулита в питательной среде 
восстановительная способность культуральной 
среды бацилл возрастает, по сравнению с кон­

Рис. 1. Влияние содержания частиц вермику-
лита на ингибирование в культуральной среде 
бактерий Bacillus subtilis ИМВ В-7023 гидрок-
сильного радикала (%), образующегося в реакции 
Фентона
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трольным вариантом (рис. 2). Это, по-видимому, 
свидетельствует о наличии в культуральной 
среде  B. subtilis ИМВ В-7023 активных соеди­
нений – восстановителей, которые отдавая элек­
трон, запускают механизм восстановления Fe+3/
Fe+2.

По данным литературы [22] среди многих 
видов рода Bacillus бактерии B. megaterium и 
B.  subtilis способны синтезировать низкомоле­
кулярные метаболиты, специфически связываю­
щие Fe+3, так называемые сидерофоры. Эти пеп­
тиды-хелаторы блокируют на начальных этапах 
зарождение ионами металлов с переменной ва­
лентностью свободно-радикальных процессов 
[22].

Установлено, что культивирование иссле­
дуемых бактерий в среде, содержащей дисперс­
ный материал, сопровождается накоплением ко­
нечного продукта ПОЛ – МДА. При увеличении 
содержания вермикулита от 1,5 до 5,0 г/л окси­
дантная активность повышается на 74,4–78,5%, а 
антиоксидантная – снижается на 12,5% (табл. 1).

Рис. 2. Зависимость восстановительной спо-
собности культуральной среды Bacillus subtilis 
ИМВ В-7023 от содержания в питательной сре-
де частиц вермикулита (оценивается по измене-
нию абсорбции)
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Антиоксидантную и оксидантную актив­
ность рассчитывали по формулам [13, 14].

Полученные данные позволяют сделать 
вывод, что увеличение в питательной среде со­
держания частиц исследованного минерала уси­
ливает образование АФК в культуральной сре­
де бацилл. Вследствие этого, как известно [23], 
может происходить нарушение геномного (экс­
прессия генов), протеомного профиля и метабо­
лизма микроорганизмов.

В состав вермикулита входит весомая доля 
диоксида кремния (37–42% SiO2). Дисперсные 
частицы, в структуре которых присутствуют 
ионы кремния, способны менять направление 
спинов электронов в атомах кислорода [24]. 
Вследствие этого триплетный О2 переходит в 
синглетный (1О2). Этот токсичный оксидант уча­
ствует в пероксидном окислении биомолекул, 
а также запускает каскад реакций образования 
агрессивных свободных радикалов [25]. Поэто­
му представляло интерес исследовать влияние 
частиц вермикулита на антирадикальную ак­
тивность культуральной среды бацилл. Для ее 
определения использовали высокочувствитель­
ную реакцию со стабильным DPPH• [15].

Установлено, что с увеличением содержа­
ния вермикулита в питательной среде способ­
ность B. subtilis ИМВ В-7023 к инактивации 
свободных радикалов снижается. Так, анти­
радикальная активность культуральной среды 
бактерий в контрольном варианте составляет 
41,1%. При внесении в питательную среду 2,5 г/л 
частиц минерала этот показатель снижается по 
сравнению с контрольным на 7,6%, а при 5,0 г/л – 
на 8,5% (рис. 3).

Таким образом, при культивировании ба­
цилл в среде, содержащей частицы вермикули­
та, наблюдается незначительное снижение анти­

Т а б л и ц а  1. Антиоксидантная и оксидантная активность культуральной среды Bacillus subtilis 
ИМВ В-7023 при разном содержании частиц вермикулита в питательной среде

Содержание частиц 
вермикулита, г/л

Антиоксидантная 
активность, %

Оксидантная
активность, %

Контроль 79,2 ± 2,3 15,9 ± 1,2
1,5 74,8 ± 2,5 90,3 ± 0,5
2,5 69,5 ± 0,6 93,7 ± 0,5
5,0 66,7 ± 1,7 94,4 ± 0,1
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радикальной активности культуральной среды 
исследуемых бактерий. Возможно, это связано 
с активным синтезом B. subtilis ИМВ В-7023 
соединений фенольной природы [26]. Такие ве­
щества являются эффективными перехватчи­
ками свободных радикалов (R•) [27]. Система 
π-электронов в ароматическом ядре фенольных 
антиоксидантов смещает негативный заряд на 
кислород, способствуя легкому отрыву атома во­
дорода от гидроксильной группы. Атомы водо­
рода, реагируя со свободными R•, трансформи­
руют их в нейтральные и неагрессивные формы 
[27].

Снижение антирадикальной активности 
культуральной среды данного штамма бацилл 
при внесении в питательную среду больших на­
весок частиц вермикулита может быть связано 
с увеличением скорости инициирования актив­
ных радикалов с участием Fe+2/Fe+3 и Н2О2, кон­

Рис. 3. Антирадикальная активность культу-
ральной среды Bacillus subtilis ИМВ В-7023 при 
разном содержании частиц вермикулита в пи-
тательной среде
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центрация которых возрастает в живых систе­
мах при дисбалансе их редокс-гомеостаза [28].

В результате проведенных исследований 
установлено, что культивирование B. subtilis 
ИМВ В-7023 в питательной среде, содержащей 
частицы дисперсного вермикулита, сопровож­
дается снижением антиоксидантных свойств 
культуральной среды этих бактерий, а также 
стимулирующим влиянием на ее восстанови­
тельную способность. По-видимому, эти свой­
ства обусловливают позитивное влияние куль­
туральной среды данных бактерий на всхожесть 
семян пшеницы, которые подвергались воздей­
ствию Н2О2 (табл. 2).

Нами установлено, что после обработки 
семян пшеницы сорта Подолянка 50% Н2О2 на 
протяжении 7–30 мин их всхожесть снижается 
на 16,1–66,7%. Однако при последующей их об­
работке культуральной средой B. subtilis ИМВ 
В-7023 всхожесть семян, подвергнутых воздей­
ствию Н2О2 в течение 30 мин, повышается на 
11,5% (табл. 2). Проведенные исследования сви­
детельствуют, что данный штамм бактерий спо­
собен восстанавливать редокс-гомеостаз семян 
растений.

Таким образом, показано, что при культи­
вировании B. subtilis ИМВ В-7023 в питатель­
ной среде, содержащей частицы вермикулита, 
в культуральной среде накапливается АФК. 
Вследствие этого происходит снижение анти­
радикальной активности культуральной среды 
по отношению к DPPH•, ее способности инги­
бировать образование малонового диальдегида 
в процессе аскорбат- и ферроиндуцированного 

Т а б л и ц а  2. Влияние культуральной среды Bacillus subtilis ИМВ В-7023 на  всхожесть семян пшени-
цы сорта Подолянка, подвергнутых воздействию 50%-го Н2О2

Всхожесть семян, необработанных Н2О2 (контроль), составляла 46 шт. из 50; КС – культуральная среда

Длительность 
обработки семян 

Н2О2, мин

Всхожесть семян после действия Н2О2 и последующей 
обработки культуральной средой бактерий

Н2О2 Н2О2 + 1 час КС B.subtilis ИМВ В-7023

шт. % к контролю шт. % к контролю
7 38 ± 3 83,9 40 ± 3 86,9
15 32 ± 3 69,6 36 ± 2 78,3
20 26 ± 2 58,3 30 ± 3 65,7
25 22 ± 2 48,5 24 ± 1 52,1
30 15 ± 1 33,3 20 ± 1 44,8
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окисления твина-80, перехватывать радикалы 
•ОН в реакции Фентона, наблюдается повыше­
ние показателей оксидантной активности куль­
туральной среды.

Помимо угнетающего влияния дисперсного 
материала на антиоксидантные свойства куль­
туральной среды исследуемых бактерий, обна­
ружено, что с увеличением содержания частиц 
вермикулита в питательной среде повышается 
восстановительная способность культуральной 
среды. Подобное соотношение этих показате­
лей, по-видимому, обусловливает ее позитивное 
воздействие на всхожесть семян пшеницы, под­
вергнутых воздействию пероксида водорода.

Вплив часточок вермикуліту 
на антиоксидантні 
властивості культурального 
середовища Bacillus subtilis ІМВ 
В-7023

І. О. Скороход, І. К. Курдиш

Інститут мікробіології і вірусології 
ім. Д. К. Заболотного НАН України, Київ;

e-mail: Kurdish@serv.imv.kiev.ua

Показано, що в процесі культивуван­
ня Bacillus subtilis ІМВ В-7023 у середовищі 
з вермикулітом (1,5–5,0 г/л) відбувається 
пригнічення деяких антиоксидантних власти­
востей культурального середовища бактерій. 
Зокрема, спостерігається зниження активності 
перехоплення гідроксильного радикала, який 
утворюється в реакції Фентона, на 2,8–11,6%, 
здатності інгібувати утворення малоново­
го діальдегіду – на 4,4–13,1% і інактивувати 
2-2-дифеніл-1-пікрилгідразилрадикал – на 3,1–
8,5%. При цьому оксидантна активність культу­
рального середовища істотно зростає. Поряд із 
пригнічуючим впливом частинок вермикуліту на 
протекторні властивості культурального середо­
вища бацил виявлено, що зі збільшенням вмісту 
в поживному середовищі дисперсного матеріалу 
підвищується відновлювальна здатність культу­
рального середовища досліджуваного штаму.

К л ю ч о в і  с л о в а: Bacillus subtilis, 
вільні радикали, антиоксидантна активність, 
вермикуліт, активні форми кисню.

Influence of vermiculite 
particles on antioxidant 
properties of cultural medium 
of Bacillus subtilis IMV V-7023

I. O. Skorochod, I. K. Kurdish

Zabolotny Institute of Microbiology and Virology, 
National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;

e-mail: Kurdish@serv.imv.kiev.ua

It is shown that in the process of cultivation of 
Bacillus subtilis IMV V-7023 in the medium with 
vermiculite (1.5–5.0 g/l) one can observe the op­
pressing of some indexes of antioxidant properties of 
cultural medium of bacteria. In particular,  a decline 
of hydroxyl radical scavenging activity in the Fenton 
reaction by 2.8–11.6%, ability to inhibit formation of 
malondialdehyde – by 4.4–13.1% and inactivation of 
2,2′-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH·) radical – by 
3.1–8.5% were observed. Thus oxidant activity in­
creased substantially. Besides oppressing influence 
of particles of vermiculite on protector properties of 
the cultural medium of bacilli it is found out that 
with the increase of the content of dispersible mate­
rial in the nutrient medium the reducing power of 
cultural medium of these bacteria increased.

K e y  w o r d s: Bacillus subtilis, free radicals, 
antioxidant activity, vermiculite, active oxygen spe­
cies.
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