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ВПЛИВ СПОЛУК ПЕРЕХІДНИХ МЕТАЛІВ НА АКТИВНІСТЬ 
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Супероксиддисмутаза як один із ензимів антиоксидантної системи захисту клітин ка-

талізує дисмутацію супероксидного аніон-радикалу (О
2

-) з утворенням О
2
 та Н

2
О

2
. Дослід-

жено вплив сполук перехідних металів, зокрема FeSO
4
, FeCl

3
, MnCl

2
, NiCl

2
 та CoCl

2
 на ак-

тивність супероксиддисмутази сірковідновлювальних бактерій Desulfuromonas acetoxidans. 
Максимальну активність досліджуваного ензиму спостерігали за впливу 1,0 мМ NiCl

2
, 2,0 

мМ CoCl
2
 і MnCl

2
 відповідно на другу добу, та за впливу 1,0 мМ FeCl

3
 і FeSO

4 
на третю добу 

культивування, порівняно з контролем. Збільшення часу культивування та концентрації 
сполуки металу в середовищі зумовлювали пригнічення активності супероксиддисмутази.

Ключові слова: супероксиддисмутаза сіркобактерії, Desulfuromonas acetoxidans, пе-
рехідні метали, Ni2+, Co2+, Fe3+, Fe2+, Mn2+.

Перехідні метали, зокрема іони Кобальту, Нікелю, Феруму та Мангану, у низьких 

концентраціях необхідні для нормального функціонування клітин мікроорганізмів. 

Вони є кофакторами багатьох ензимів. Зокрема нікельвмісними ензимами є уреаза, 

ацетил-КоА-декарбоксилаза, Ni/Fe-гідрогеназа, деякі супероксиддисмутази тощо 

[12]. Кобальтвмісні ензими головно залучені у регуляцію процесів трансамінування 

амінокислот, а також Кобальт входить до складу багатьох біологічно активних спо-

лук, зокрема вітаміну B
12 

[14]. Окиснені Ферум та Манган є джерелом енергії для 

мікроорганізмів, здатних до процесів Fe3+- чи  Mn4+ − дисиміляційної редукції [9]. 

Ці елементи мають важливе значення у забезпеченні функціонування мембранних 

транспортних систем та підтриманні клітинного циклу. Проте за високих концент-

рацій, перехідні метали зумовлюють токсичний вплив на клітини живих організмів, 

у результаті чого порушуються їхня структура та біохімічні властивості. Одним із 

наслідків негативного впливу високих концентрацій металів є утворення активних 

метаболітів кисню (АМК) [1]. 

Утворення високотоксичних радикалів кисню, таких як супероксид аніон, перок-

сид водню та гідроксильний радикал у клітинах зумовлює окисний стрес, що спри-

чиняє загибель мікроорганізмів. Супероксидний радикал кисню – один із найоснов-

ніших АМК, що володіє як відновлюючими, так і окиснюючими властивостями. Го-

ловно він взаємодіє з  іонами металів та FeS-кластерами [5]. Супероксидний аніон 

утворюється внаслідок одноелектронного відновлення молекулярного кисню, або 

шляхом одноелектронного окиснення гідроген пероксиду [8].

Супероксиддисмутаза як один із ензимів антиоксидантної системи захисту клі-

тин каталізує дисмутацію супероксидного аніон-радикалу (О
2

-) з утворенням О
2
 та 

Н
2
О

2
. Більшість штамів мікроорганізмів, що володіють супероксиддисмутазною 

(СОД) активністю, також мають каталазну активність, у результаті чого утворений 

пероксид гідрогену розщеплюється з утворенням води та кисню [1, 15].

Desulfuromonas acetoxidans – безбарвні грамнегативні облігатно анаеробні сірко-

бактерії класу ∂ - Proteobacteria [10], що населяють збагачені сполуками Сульфуру 

водні середовища. Вони забезпечують відновну ланку метаболізму сірки внаслідок 

утворення гідроген сульфіду у процесі дисиміляційної сульфурредукції. Сірко- та 

сульфатвідновлювальні бактерії відіграють важливу роль у збереженні екологічної 

сталості навколишнього середовища. Вони здатні контролювати переміщення ме-

талів у водних осадах шляхом утворення важкорозчинних сульфідів металів. Над-

мірні концентрації токсичних іонів металів у середовищі загрожують нормальному 
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існуванню живих організмів. Процес, що здійснюється за участю бактерій відновної 

ланки циклу Сульфуру відображає ефективний механізм біологічної ремедіації дов-

кілля від надмірного забруднення солями важких металів та гідроген сульфіду як 

кінцевого токсичного продукту їхньої життєдіяльності. Він полягає у спонтанному 

вилученні цими бактеріями металів і H
2
S з навколишнього середовища шляхом біо-

осадження метал сульфідів [4]. 

Вважають, що лише у несприятливих умовах, зокрема за впливу токсичних спо-

лук, якими можуть бути високі концентрації іонів перехідних металів, у облігатно 

анаеробних мікроорганізмів синтез ензимів антиоксидантного захисту індукується 

киснем чи його похідними. На даний час активність супероксиддисмутази у строго 

анаеробних сірковідновлювальних бактерій вивчена недостатньо. 

Метою нашої роботи було дослідити вплив сполук перехідних металів, зокрема 

FeSO
4
, FeCl

3
, MnCl

2
, NiCl

2
 та CoCl

2
, на активність супероксиддисмутази сірковід-

новлювальних бактерій Desulfuromonas acetoxidans.

Матеріали і методи. Досліджували бактерії Desulfuromonas acetoxidans, виді-

лені з водойм Яворівського сіркового родовища, одержані в чистій культурі та іден-

тифіковані на кафедрі мікробіології Львівського національного університету імені 

Івана Франка [3].

Активність супероксиддисмутази у клітинах бактерій визначали спектрофото-

метрично при довжині хвилі 405 нм за рівнем інгібування відновлення 2,3,5-три-

фенілтетразолію хлористого (2,3,5-ТТХ) до формазану червоного кольору.

У ряд проб вносили різні концентрації рибофлавіну та піддавали впливу УФ-вип-

ромінювання ближнього спектру. В результаті цього відбувалось фотовідновлення 

рибофлавіну, що одразу окиснювався під впливом кисню з одночасним утворенням 

супероксид-аніону. Подальша взаємодія утвореного активного метаболіту кисню з 

2,3,5-ТТХ супроводжувалась відновленням даної сполуки з утворенням формазану 

червоного кольору [6]. Даний процес пригнічувався у результаті супероксиддисму-

тазної активності. 

Активність супероксиддисмутази у клітинах сірковідновлювальних бактерій 

визначали в умовних одиницях активності на 1 мг клітинного протеїну. За 1 умов-

ну одиницю приймали таку концентрацію протеїну, що забезпечувала 50 % інгібу-

вання утворення формазану [13]. З метою визначення даної концентрації протеїну, 

його очищували в безклітинних екстрактах шляхом діалізу в 20 мМ калій-фосфат-

ному буфері, рН=7,5 та вносили в стоковий розчин у концентрації 10, 50, 100 та 

200 мкг/ мл (у перерахунку на його сумарну концентрацію в клітинах). До складу 

стокового розчину входили (у перерахунку на 10 мл): 0,5 М калій-фосфатний бу-

фер – 1 мл; 0,028 мг рибофлавіну/мл – 6,5 мл; 3 мг/мл 2,3,5-ТТХ – 1 мл; Н
2
О – 1,5 мл, 

ТЕМЕД – 32 мкл.

Концентрацію протеїну в клітинах визначали за методом Лоурі [11]. 

З метою визначення активності досліджуваного ензиму в клітинах D. acetoxidans 

за впливу різних концентрацій солей Феруму, Мангану, Нікелю та Кобальту, бактерії 

вирощували протягом чотирьох днів у модифікованому середовищі Постгейта С [2, 

7] із внесенням від 0,5 до 2,5 мМ FeSO
4
, FeCl

3
×6H

2
O, MnCl

2
×4H

2
O, NiCl

2
×6H

2
O та 

CoCl
2
×6H

2
О. У контроль сполук металів не вносили. Після другої, третьої та чет-

вертої діб вирощування відбирали клітини, вирощені за різних концентрацій до-

сліджуваних сполук металів, та одержували безклітинні екстракти. Для цього клі-

тини відмивали 0,9 % розчином NaCl, руйнували на ультразвуковому гомогенізаторі 

УЗДН–2Т при 22 кГц протягом 5 хв при 0оС. Уламки клітин відокремлювали цен-

трифугуванням при 7000g за температури +4˚С протягом 30 хв. Отриманий діалі-

зований безклітинний екстракт у концентрації 10, 50, 100 та 200 мкг бактерійного 

протеїну/мл вносили в стоковий розчин та отримували калібрувальні криві зміни 

різниці світлопоглинання проб із різною концентрацією клітинного протеїну до і 

після опромінення їх УФ протягом 14 хв для кожної досліджуваної концентрації 

металу. На основі отриманих результатів визначали концентрацію протеїну, при якій 
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відновлення 2,3,5-ТТХ інгібується на 50 % (1 умовну одиницю активності суперок-

сиддисмутази) та перераховували активність досліджуваного ензиму на 1 мг клітин-

ного протеїну. Далі визначали активність супероксиддисмутази у клітинах бактерій 

D. acetoxidans (ум. од. акт. / мг протеїну) за впливу від 0,5 до 2,5 мМ досліджуваних 

сполук металів протягом чотирьох днів культивування.

Статистичну достовірність отриманих результатів визначали на основі коефіцієн-

та детермінації R2 експоненціальної кривої другого роду типу:! " # $ % & $ ' ( ) $ * + , - . ! /
де: 

�
 - маса клітинного протеїну в мг, що відповідає 1 ум. од. активності  

 супероксиддисмутази;

 0  - світлопоглинання проби, що відповідає такій концентрації протеїну  
 при якій  2,3,5-ТТХ відновлюється на 50 % (1 ум. од. активності);� 
 + , 
 ! /  – параметри рівняння.

Дану залежність розв’язували для кожної отриманої калібрувальної кривої. Ко-

ефіцієнт детермінації набував значень 0,95 < R2 < 0,99, що дозволяє стверджувати 

точність підбору рівняння регресії та достовірність отриманих даних.

Результати та їх обговорення. З метою визначення мінімальної концентрації 

рибофлавіну, що за впливу УФ здатна забезпечити утворення достатньої кількості 

супероксид-аніону для запуску відновлення 2,3,5-ТТХ з утворенням формазану чер-

воного кольору, було використано 5 проб із різною концентрацією рибофлавіну в 

кожній (табл. 1).

Таблиця 1

Розчини 1 проба 2 проба 3 проба 4 проба 5 проба
розчин І 1,4 мл 1,4 мл 1,4 мл 1,4 мл 1,4 мл

розчин ІІ 2,6 мл 2,0 мл 1,5 мл 1,0 мл 0,5 мл

розчин ІІІ - 0,6 мл 1,1 мл 1,6 мл 2,1 мл

розчин IV 13 мкл 13 мкл 13 мкл 13 мкл 13 мкл

Примітка: «-»  – розчин ІІІ не вносили у пробу

де: 

Розчин І: 2 мл 0,5 М К-Ф буферу, pH=7,5-7,8; 2 мл 2,3,5-ТТХ (3мг/мл); 3 мл Н
2
О.

Розчин ІІ: 0,15 мг рибофлавіну/мл.

Розчин ІІІ: Н
2
О.

Розчин ІV: ТЕМЕД (N,N,N,N-тетраметилетилендиамін).

Проби опромінювали ультрафіолетом із використанням УФ-лампи ОБН-150 до 

появи червоного забарвлення та отримували залежність між концентрацією рибоф-

лавіну в пробах та змінами різниці їх світлопоглинання,  виміряних на спектрофото-

метрі СФ-46 при 405 нм до і після дії на них УФ-випромінювання (рис. 1).
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Рис. 1. Зміни різниці світлопоглинання проб до і після дії на них УФ залежно 
від внесеної концентрації рибофлавіну 



ISSN 0201-8462. Ì³êðîá³îë. æóðí., 2013, Ò. 75, ¹ 240

Було встановлено, що мінімальна концентрація рибофлавіну, при опроміненні 

якої УФ спостерігається відновлення 2,3,5-ТТХ, становить 0,028 мг/мл. Для дослід-

ження лінійності окиснення рибофлавіну за дії УФ, зразок у співвідношенні розчин 

І: розчин ІІ: розчин ІІІ: розчин ІV = 1,4 мл: 0,75 мл: 1,85 мл: 14 мкл опромінювали 

УФ протягом 2, 5, 10 та 15 хв. Отримали часову залежність змін різниці світлопогли-

нання проб, виміряних при 405 = ג нм, до і після опромінення їх УФ (рис. 2).
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Рис. 2. Часова залежність зміни різниці світлопоглинання проб зі сталою 

концентрацією (0,028 мг/мг) рибофлавіну до і після дії на них УФ 

Досліджено активність супероксиддисмутази у безклітинних екстрактах сір-

ковідновлювальних бактерій D. acetoxidans за впливу різних концентрацій кобальт 

(ІІ) хлориду, нікель (ІІ) хлориду, ферум (ІІ) сульфату, ферум (ІІІ) хлориду та манган 

(ІІ) хлориду протягом чотирьох діб культивування. 

Встановлено, що за внесення NiCl
2
×6H

2
O в концентрації 1,0 мМ у культуральне 

середовище активність супероксиддисмутази в безклітинних екстрактах сірковід-

новлювальних бактерій D. acetoxidans була максимальною на другу добу вирощу-

вання та становила 34 ум. од. акт. /мг протеїну (рис. 3, а). За даного впливу вона 

збільшилась у 3,3 рази порівняно з контролем. Зростання концентрації Ni2+ у се-

редовищі від 1,5 до 2,5 мМ зумовлювало підвищення активності досліджуваного 

ензиму на 51 та 30 % відповідно на другу добу, порівняно з контрольними зразками. 

На третю та четверту доби культивування максимальна активність супероксиддис-

мутази даних бактерій була виявлена за внесення 0,5 мМ нікель (ІІ) хлорид гексагід-

рату. Отримані результати, ймовірно, можна пояснити тим, що на початкових етапах 

впливу за низьких концентрацій Ni2+ відбувається підвищення активності суперок-

сиддисмутази для видалення супероксидного радикалу як побічного продукту фізіо-

логічної та біохімічної активності клітин досліджуваних бактерій, оскільки Нікель 

може бути кофактором супероксидисмутази [12]. Зі збільшенням тривалості впливу 

та концентрації солі металу, активність ензиму інгібується, що, ймовірно, пов’язано 

з пригніченням антиоксидантної системи клітин як захисного механізму проти не-

гативного впливу ксенобіотиків.

За впливу CoCl
2
 активність супероксиддисмутази безклітинних екстрактів 

D. acetoxidans була максимальною на другу добу культивування за концентра-

ції 2,0 мМ досліджуваної солі металу і становила 44,37 ум. од. акт./мг протеїну 

(рис. 3, б). 

При підвищені концентрації кобальт (ІІ) хлориду від 0,5 до 2,0 мМ активність 

досліджуваного ензиму збільшилась у 2,1-4,1 рази відповідно протягом другої доби 

культивування, порівняно з контрольними зразками. Протягом третьої та четвертої 

діб за даного впливу солі металу активність супероксиддисмутази пригнічувалась, 

порівняно з другою добою культивування, проте була вищою порівняно з контроль-

ними зразками. 
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Рис. 3. Вплив нікель (ІІ) хлориду (а) та кобальт (ІІ) хлориду (б) на активність 

супероксиддисмутази в безклітинних екстрактах 1 2 3 4 5 6 7 8 9 : 3 ; < протягом 

чотирьох діб вирощування (0,95 < R2 < 0,99)

Отже, на початкових етапах впливу Кобальт стимулює активність досліджувано-

го ензиму. Тривалий вплив даної солі металу, ймовірно, призводить до інтенсивного 

пригнічення активності антиоксидантної системи захисту досліджуваних бактерій. 

При внесенні різних концентрацій FeSO
4
 максимальна активність супероксид-

дисмутази безклітинних екстрактів бактерій D. аcetoxidans була зафіксована на тре-

тю добу культивування за концентрації 1,0 мМ досліджуваної солі металу та стано-

вила 13,95 ум. од. акт./мг протеїну (рис. 4). Зі збільшенням часу культивування та 

підвищенням концентрації ферум (ІІ) сульфату в середовищі активність досліджува-

ного ензиму знижувалась. Очевидно, тривалий вплив високих концентрацій FeSO
4
 

зумовлює пригнічення активності антиоксидантної системи захисту даних бактерій. 

Проте, порівняно з впливом інших досліджуваних сполук перехідних металів, ак-

тивність супероксиддисмутази була невисокою за даних умов. Це, ймовірно, обумо-

влено низькою токсичністю досліджуваної солі металу щодо сірковідновлювальних 

бактерій D. аcetoxidans. 

Встановлено, що за внесення FeCl
3
×6H

2
О в ростове середовище активність су-

пероксиддисмутази у безклітинних екстрактах досліджуваних бактерій була макси-

мальною за концентрації 1,0 мМ солі металу на третю добу культивування і стано-

вила 26,69 ум. од. акт./мг протеїну (рис. 4). 
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Рис. 4. Вплив ферум (ІІ) сульфату (а) та ферум (ІІІ) хлориду (б) на активність 

супероксиддисмутази в безклітинних екстрактах = > ? @ A B C D E F ? G H протягом 

чотирьох діб вирощування (0,95 < R2 < 0,99)

Збільшення концентрації ферум (ІІІ) хлориду від 1,5 до 2,5 мМ у культураль-

ному середовищі призвело до збільшення активності супероксиддисмутази у 2 та 

1,7 разів відповідно, порівняно з контролем на другу добу культивування. Протягом 

третьої доби активність досліджуваного ензиму суттєво знижувалась, що, ймовірно, 

є результатом пригнічення функціонування захисних систем клітини зі збільшенням 

тривалості впливу даної солі металу, що є сильним прооксидантом, на досліджувані 

бактерії.

За внесення MnCl
2
×4H

2
O максимальну активність супероксиддисмутази 

(38,74 ум. од. акт./мг протеїну) безклітинних екстрактів досліджуваних бактерій 

було зафіксовано на другу добу культивування за концентрації 2,0 мМ солі Манга-

ну (ІІ) у середовищі (рис. 5). 

За даного впливу активність досліджуваного ензиму зросла у 3,6 разів, порівня-

но з контролем. На третю добу культивування максимальну активність СОД спос-

терігали за внесення 1,5 мМ манган (ІІ) хлориду в культуральне середовище, а на 

четверту добу – за впливу 1,0 мМ цієї сполуки. За даних умов активність ферменту 

підвищилась відповідно у 2,8 та 2,7 разів порівняно з контролем. Збільшення кон-

центрації MnCl
2 

в середовищі зумовлювало зниження активності досліджуваного 

ензиму протягом третьої та четвертої діб. Високі концентрації Мангану, зокрема 2,0 
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та 2,5 мМ при тривалому впливі пригнічували активність СОД у безклітинних екс-

трактах сірковідновлювальних бактерій D. acetoxidans.
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 Рис. 5. Вплив манган (ІІ) хлориду на активність супероксиддисмутази 
в безклітинних екстрактах I J K L M N O P Q R K S T протягом чотирьох діб вирощування 

(0,95 < R2 < 0,99) 

Висновок. Отже, дослідження впливу сполук перехідних металів, зокрема 

FeSO
4
, FeCl

3
, MnCl

2
, NiCl

2
 та CoCl

2
 на активність супероксиддисмутази сірковід-

новлювальних бактерій D. acetoxidans протягом чотирьох діб культивування пока-

зало, що максимальна активність ензиму спостерігається за внесення в середовище 

1,0 мМ NiCl
2
, 2,0 мМ CoCl

2
 та MnCl

2
 відповідно на другу добу, та за впливу 1,0 мМ 

FeSO
4 
і FeCl

3
 на третю добу культивування, порівняно з контролем. Встановлено, що 

активність супероксиддисмутази безклітинних екстрактів досліджуваних бактерій 

змінюється залежно від концентрації сполуки перехідного металу в середовищі та 

тривалості її дії. Збільшення часу культивування та концентрації сполук даних ме-

талів в середовищі зумовлювали пригнічення активності досліджуваного ензиму.

Висловлюємо щиру подяку доктору біологічних наук, старшому науковому спів-

робітнику лабораторії молекулярної генетики прокаріотів Інституту біології кліти-

ни НАН України Борецькому Юрію Романовичу за допомогу в проведенні даних 

досліджень. U V W V X Y Z [ \ [ ] ^ _ V ` V a b Y c d e
Львовский национальный университет имени Ивана Франко, Львов 

ВЛИЯНИЕ СОЕДИНЕНИЙ ПЕРЕХОДНЫХ МЕТАЛЛОВ НА АКТИВНОСТЬ 
СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ СЕРОВОССТАНАВЛИВАЮЩИХ БАКТЕРИЙ I f g h i j h k l m l n o g o p f q l r s I o n g

Р е з ю м е

Супероксиддисмутаза как один из энзимов антиоксидантной системы защиты клеток 

катализирует дисмутацию супероксидного анион-радикала (О
2

-) с образованием О
2
 та Н

2
О

2
. 

Исследовано влияние соединений переходных металлов, в частности FeSO
4
, FeCl

3
, MnCl

2
, 

NiCl
2
 и CoCl

2
 на активность супероксиддисмутазы серовосстанавливающих бактерий 

Desulfuromonas acetoxidans. Максимальную активность исследуемого энзима наблюдали под 

влиянием 1,0 мМ NiCl
2
, 2,0 мМ CoCl

2
 и MnCl

2
 на вторые сутки и под влиянием 1,0 мМ FeCl

3
 

и FeSO
4 
на третьи сутки культивирования, сравнительно с контролем. Увеличение времени 

культивирования и концентрации соединения металла в среде вызывало подавление актив-

ности супероксиддисмутазы.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: серобактерии, Desulfuromonas acetoxidans, переходные металлы, 

Ni2+, Co2+, Fe3+, Fe2+, Mn2+.
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INFLUENCE OF TRANSITION METAL COMPOUNDS ON SUPEROXIDE 
DISMUTASE ACTIVITY OF SULFUR REDUCING I f g h i j h k l m l n o go p f q l r s I o n g BACTERIA 

S u m m a r y

Superoxide dismutase, as one of the enzymes of cells’ antioxidant defensive system, catalyzes 

superoxide anion-radical (О
2

-) dismutation with О
2
 and Н

2
О

2 
forming. The influence of such 

transition metal compounds, as FeSO
4
, FeCl

3
, MnCl

2
, NiCl

2 
and CoCl

2
 on superoxide dismutase 

activity of sulfur-reducing Desulfuromonas acetoxidans bacteria has been investigated. Maximal 

activity of the investigated enzyme has been observed accordingly under the influence of 1.0 mМ of 

NiCl
2
, 2.0 mМ of CoCl

2
 and MnCl

2
 on the second day and under the influence of 1.0 mМ of FeCl

3
 

and FeSO
4, 

respectively, on the third day of growth in comparison with control samples. An increase 

of incubation time and concentration of metal compound in the medium caused the inhibition of 

superoxide dismutase activity. 

The paper is presented in Ukrainian.

K e y   w o r d s: sulfur bacteria, Desulfuromonas acetoxidans, transition metals, Ni2+, Co2+, Fe3+, 

Fe2+, Mn2+. 
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