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ВПЛИВ СИНТЕТИЧНИХ ПОХІДНИХ ПОРФІРИНІВ І ФЛУОРЕНУ 
ТА ПОВЕРХНЕВО-АКТИВНИХ РЕЧОВИН НА АКТИВНІСТЬ 

І БІОСИНТЕЗ α-АМІЛАЗИ BACILLUS SUBTILIS 147
Вперше вивчений вплив деяких синтетичних похідних порфіринів і флуорену та поверхнево-активних 

речовин на біосинтез та активність α-амілази Bacillus subtilis 147. Показано, що досліджені сполуки 
викликали пригнічення як активності, так і біосинтезу даного ферменту. Лише германієвий комплекс 
мезо-тетрафенілпорфірин хлориду у концентрації 0,01 % і цинковий комплекс мезо-тетрафенілпофіри-
ну у концентрації 0,1 % не впливали на синтез та активність α-амілази B. subtilis 147.

Ключові  слова: α-амілаза, Bacillus subtilis, синтетичні похідні порфіринів і флуорену, поверхнево-
активні речовини.

α-Амілази (КФ 3.2.1.1; 1,4-α-D-глюкан глюканогідролази) – ферменти, що випадковим 
чином розщеплюють α-D-1,4-глікозидні зв’язки між сусідніми глюкозними одиницями у мо-
лекулах крохмалю, глікогену, споріднених оліго- та полісахаридів, зберігаючи α-аномерну 
конфігурацію продуктів реакції [20, 21]. α-Амілази належать до одних із найважливіших про-
мислових ензимів, які широко застосовуються у харчовій промисловості, пивоварінні, хлібо-
печенні, крохмале-патоковому, паперовому, текстильному, спиртовому виробництвах, виго-
товленні мийних засобів, на одному з етапів отримання біопалива та у медицині [16, 20].

З літературних даних відомо, що більшість α-амілаз є металовмісними ферментами [20], 
активність яких може змінюватися при внесенні до реакційної суміші сурфактантів, іонів 
металів тощо[18]. Раніше нами було показано, що додавання деяких координаційних спо-
лук германію та кобальту викликали пригнічення активності та біосинтезу α-амілази Bacillus 
subtilis 147 [3, 4]. Оскільки роботами ряду дослідників [9, 12] була показана антимікробна 
активність синтетичних похідних порфірину щодо деяких грампозитивних і грамнегатив-
них бактерій, метою роботи було вивчення впливу низки речовин на активність і біосинтез 
α-амілази B. subtilis 147. 

Матеріали і методи. Об’єктом дослідження була позаклітинна α-амілаза, виділена з 
B. subtilis 147. Даний продуцент був люб’язно наданий із колекції живих культур відділу ан-
тибіотиків Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України.

Культивування продуценту проводили на рідкому поживному середовищі Чапека з 
крохмалем наступного складу (г/л): NaNO3 –2; KH2PO4 – 1; KCl – 0,5; MgSO4·7H2O – 0,5; 
FeSO4·7H2O – 0,015; нерозчинний картопляний крохмаль – 1; соєве борошно – 10; Н2О – 
до 1 л; рН 7,0 [3], в 0,75 л колбах Ерленмейєра зі 100 мл поживного середовища, при інтен-
сивності перемішування 220 об/хв та за температури 42 ºС протягом 3 діб. Біомасу відділяли 
центрифугуванням при 5000 g протягом 30 хв. У cупернатанті культуральної рідини визнача-
ли вміст білка і α-амілазну активність.

Методи виділення і очистки α-амілази B. subtilis 147 включали 90 % насичення сульфатом 
амонію і метод афінної сорбції на крохмалі, як описано раніше [1]. Питома активність очище-
ного препарату α-амілази B. subtilis складала 43 од/мг білка.

Активність α-амілази визначали йодометричним методом відповідно ГОСТу 20264.4-89 
[2].

Вміст білка визначали методом Lowry et al [2].
Як ефектори активності та біосинтезу α-амілази B. subtilis 147 використовували наступні 
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а) похідні порфірину: цинковий комплекс мезо-тетра(4-N-метилпіридил)порфірин този-
лату (1), германієвий комплекс мезо-тетра(4-N-метилпіридил)порфірин тозилату (2), мезо-
тетра(N-метил-6-хінолініл)-порфірин тозилату (3), марганцевий комплекс мезо-тетра(N-ме-
тил-6-хінолініл)порфірин ацетату (4), олов’яний комплекс мезо-тетра(N-метил-6-хінолініл)-
хлорин тозилату (5), германієвий комплекс мезо-тетрафенілпорфірин хлориду (6), цинковий 
комплекс мезо-тетрафеніл-порфірину (7), марганцевий комплекс мезо-тетра(N-метил-6-
хінолініл)-порфірин тозилату (8), германієвий комплекс мезо-тетра(N-метил-6-хінолініл)-
порфірин тозилату (9); олов’яний комплекс мезо-тетра(N-метил-6-хінолініл)-порфірин този-
лату (10);

б) похідне флуорену: 2,7-біс-[2-(діетиламіно)-етокси]-флуорен-9-он дигідрохлорид (11);
в) поверхнево-активні речовини (ПАР): трегалозоліпід, пептидоліпід, рамноліпід.
Мезо-тетра-(4-піридил)порфірин та мезо-тетра-(6-хінолініл)порфірин синтезували за 

реакцією Ротмунда конденсацією піридин-4-карбальдегіду або хінолін-6-карбальдегіду з пі-
ролом згідно з методами [7, 17]. Металокомплекси одержували за методами, що описано в 
роботі [17]. Перетворення металокомплексів порфіринів у водорозчинну форму здійснюва-
ли кватернізацією периферійних атомів азоту гетероциклічних мезо-замісників метиловим 
ефіром п-толуолсульфокислоти в нітрометані. Доведення складу та будови синтезованих спо-
лук здійснювали на підставі даних елементного аналізу, електронних спектрів поглинання, 
ПМР-спектрів та мас-спектрометрії FAB [6, 7].

Як продуценти ПАР застосовували штами Pseudomonas species PS-17 (рамноліпіди) [10], 
Rhodococcus erythropolis R20 (трегалозоліпіди) [14], Bacillus sp. C14 (пептидоліпіди) [8]. 
Культивування бактерій проводили в періодичних умовах на круговій качалці (220 об/хв) при 
28 °С протягом 5 діб у колбах Ерленмейєра. Культуральну рідину центрифугували при 8000 g 
20 хв. Екстракцію рамноліпідів, трегалозоліпідів та пептидоліпідів проводили сумішшю Фол-
ча (хлороформ-ізопропанол 2:1) із супернатанту, підкисленого до рН 3,0 з подальшим вакуум-
ним випаровуванням розчинника [8, 10, 14].

У дослідах щодо впливу синтетичних похідних порфіринів і флуорену та ПАР на біосин-
тез і активність α-амілази B. subtilis 147 досліджені сполуки вносили безпосередньо до складу 
поживного середовища або до реакційної суміші, відповідно, в кінцевій концентрації 0,1 та 
0,01%. Вирощування культури з внесеними сполуками проводили протягом 3 діб, а інкубацію 
очищеного ферменту з даними речовинами – протягом 30 хв за температури 37 ºС.

Аналіз одержаних результатів проводили шляхом їх статистичної обробки, вираховуючи 
середні значення величин і стандартні похибки (М ± m) [2]. Значення при Р<0,05 розглядали 
як достовірні.

Результати та їх обговорення. Результати досліджень різних вчених показали, що біо-
синтез α-амілаз може стимулюватися при додаванні у середовище культивування деяких 
сполук, таких як сурфактанти, комплексні сполуки германію та кобальту тощо [3, 4, 18, 22]. 
Дослідження останніх років показали здатність біогенних ПАР (біоПАР), які є нетоксични-
ми і біодеградабельними, впливати на процеси метаболізму в клітині. Так, відомо [13], що 
вони можуть брати участь у транспорті різноманітних речовин через бактеріальну мембрану 
та у регуляції активності біологічно-активних речовин. ПАР також здатні специфічно діяти 
на білкові молекули, зокрема ферменти, змінювати їх конформацію, що призводить, у свою 
чергу, до зміни їх активності. Так, активність ліпази в присутності ПАР підвищувалася в 
2-2,5 рази [13]. 

Здатність різноманітних мікроорганізмів поглинати із інкубаційного середовища і нако-
пичувати у своїх клітинах природні та синтетичні порфірини, які можуть взаємодіяти як з 
деякими клітинними структурами, так і з іншими біополімерами, зокрема нуклеїновими кис-
лотами, було продемонстровано дослідниками [12]. Завдяки фотосенсибілізуючим власти-
востям порфірини здатні проявляти антимікробну активність, а також використовуватися для 
боротьби з пухлинними клітинами. Однак на сьогодні майже відсутні будь-які відомості щодо 
впливу порфіринів на ферментативну систему мікроорганізмів, а є лише дані про їх вплив на 
біосинтез і активність α-L-рамнозидази Penicillium commune 266 [5]. 

Тому з метою пошуку ефективних індукторів біосинтезу та стимуляторів активності 
α-амілази B. subtilis 147 був вивчений вплив ряду похідних порфірину та флуорену, а також 
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сурфактантів природного походження (трегалозо-, пептидо- та рамноліпідів) на рівень синте-
зу і активності даного ферменту.

Вплив різних синтетичних похідних порфірину і флуорену на біосинтез α-амілази 
B. subtilis 147 відображений у табл. 1.

Таблиця  1
Вплив синтетичних похідних порфірину та флуорену на біосинтез 

α-амілази B. subtilis 147 (M ± m, n=5)
Сполука, концентрація Відносна активність α-амілази, %

Контроль 100,0

1
0,01% 30,0 ± 1,0
0,1% н/д

2
0,01% 60,0 ± 1,50
0,1% н/д

3
0,01% 90,0 ± 2,60
0,1% 40,0 ± 1,0

4
0,01% 57,0 ± 1,10
0,1% н/д

5
0,01% 60,0 ± 1,50
0,1% 40,0 ± 1,0

6
0,01% 100,0 ± 3,20
0,1% н/д

7
0,01% 0
0,1% 20,0 ± 0,50

8
0,01% 3,0 ± 0,03
0,1% 1,2 ± 0,02

9
0,01% 51,0 ± 1,50
0,1% 0

10
0,01% 5,0 ± 0,02
0,1% 0

11
0,01% 92,0 ± 1,80
0,1% 20,0 ± 0,50

 Примітка. “н/д” – не досліджували

Вивчення дії різних синтетичних похідних порфірину на cинтез α-амілази B. subtilis 147 
показало, що майже всі досліджені сполуки інгібували біосинтез даного ферменту. Негатив-
ний ефект на продукування α-амілази мали сполуки 7, 8, 10 у обох концентраціях (0,01 та 
0,1%), які викликали пригнічення біосинтезу на 80–100 %. Сполуки 1, 2, 4, 5 та 9 у концен-
трації 0,01 % інгібували синтез даного ферменту на 40–70%. Зростання ступеня інгібування 
зі збільшенням концентрації відповідної сполуки спостерігалося у випадку використання 
сполук 3, 9, та 11. Лише сполука 6 у концентрації 0,01 % не впливала на синтез даного фер-
менту.

Отже, більшість досліджених синтетичних похідних порфіринів пригнічували, хоча і в 
різному ступені, біосинтез α-амілази B. subtilis 147, однак похідне флуорену (сполука 11) у 
концентрації 0,01 % майже не впливало на синтез ензиму. Одержані результати відрізняють-
ся від раніше описаних щодо впливу вищезазначених сполук на біосинтез іншої глікозида-
зи – α-L-рамнозидази P. commune 266, на прикладі якої вперше була вивчена дія синтетичних 
похідних порфіринів і флуорену на біосинтез і активність ферментів. Більшість із згаданих 
сполук або не впливали, або стимулювали біосинтез α-L-рамнозидази. Схожим був лише 
вплив похідного флуорену, коли при збільшенні його концентрації до 0,1 % спостерігалося 
інгібування біосинтезу α-L-рамнозидази на 40 % [5].

Додавання у поживне середовище ПАР (табл. 2) також викликало сильний інгібуючий 
ефект на біосинтез α-амілази B. subtilis 147. Так, при внесенні у середовище культивуван-
ня 0,01 % трегалозо-, пептидо- і рамноліпіду спостерігали пригнічення синтезу α-амілази 
B. subtilis 147 на 85 %, 41 % і 100 %. Крім того, рамноліпід у концентрації 0,1 % інгібував 
продукування ферменту на 100 %.
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Таблиця  2
Вплив деяких поверхнево-активних речовин на біосинтез α-амілази

B. subtilis 147 (M ± m, n=5)
Сполука, концентрація Відносна активність α-амілази, %

Контроль 100,0
Трегалозоліпід
R. erythropolis

0,01% 15,0 ± 0,20
0,1% н/д

Пептидоліпід 
Bacillus sp. C14

0,01% 59,0 ± 1,30
0,1% н/д

Рамноліпід
Pseudomonas sр. PS-17

0,01% 0
0,1% 0

 Примітка. “н/д” – не досліджували

Разом із тим вивчення впливу досліджених ПАР на біосинтез α-L-рамнозидази P. commune 
266 [5] показало, що усі сполуки у концентрації 0,01 % майже не впливали на біосинтез фер-
менту (ступінь інгібування становив 4–6%), однак при збільшенні їх концентрації (до 0,1 %) 
ступінь пригнічення зростав до 42–47%. За даними літератури, ПАР здатні по-різному впли-
вати на біосинтез α-амілаз: стимулювати – за рахунок підвищення проникності клітинних 
мембран [13, 16, 17] чи пригнічувати [16].

З метою пошуку активаторів α-амілази B. subtilis 147 також був вивчений вплив вищезга-
даних речовин на активність ферменту.

При дії синтетичних похідних порфіринів та флуорену на активність ферментного препа-
рату B. subtilis 147 було показано, що у концентрації 0,01% більшість досліджуваних порфі-
ринів пригнічували активність α-амілази (табл. 3), лише вплив сполуки 4 знаходився на рівні 
контролю. При збільшенні концентрації досліджуваних сполук до 0,1% ступінь інгібування 
зростав, за виключенням сполуки 7. Найсильніший інгібуючий вплив на активність фермен-
ту мала сполука 3, при дії якої у обох концентраціях активність знижувалася на 85%-100%, 
відповідно. Крім того, значний пригнічуючий ефект на α-амілазу мали сполуки 9 і 10, які при 
збільшенні концентрації до 0,1%, знижували активність даного ферменту на 86%-100%.

Таблиця  3
Вплив синтетичних похідних порфірину та флуорену на активність

α-амілази B. subtilis 147 (M ± m, n=5)
Сполука, концентрація Відносна активність α-амілази, %

Контроль 100,0

1
0,01% 90,0 ± 1,3
0,1% 14,0 ± 0,17

2
0,01% 87,5 ± 2,2
0,1% 52,0 ± 1,0

3
0,01% 15,0 ± 0,3 
0,1% 0

4
0,01% 99,5 ± 2,0
0,1% 59,0 ± 1,1

5
0,01% 62,0 ± 0,8
0,1% 27,0 ± 0,5

7
0,01% 35,0 ± 0,4
0,1% 100,0 ± 1,8

8
0,01% 91,0 ± 1,4
0,1% 58,0 ± 1,1

9
0,01% 21,5 ± 0,5
0,1% 0

10
0,01% 15,0 ± 0,02
0,1% 14,0 ± 0,3

11
0,01% 94,0 ± 1,4
0,1% 73,0 ± 1,1
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Досліджені ПАР пригнічували не лише біосинтез, а і активність α-амілази B. subtilis 147 
(табл. 4). Найвищий ступінь інгібування спостерігали при додаванні до реакційної суміші 
трегалозоліпіду, який у концентрації 0,01% і 0,1% знижував активність α-амілази B. subtilis 
147 на 86% і 90%, відповідно. Серед досліджених сурфактантів найменш негативний вплив 
на функціонування ферменту мали рамно- і пептидоліпід, які у концентрації 0,01% пригнічу-
вали активність α-амілази лише на 7% і 17%, відповідно. Однак при збільшенні їх концент-
рації до 0,1%, активність ферменту знижувалася до 49% і 16%, відповідно. Інгібуючий вплив 
біоПАР можливо пов’язаний зі зміною конформації білкової молекули у присутності даних 
сурфактантів [13].

Таблиця  4
Вплив деяких поверхнево-активних речовин на активність α-амілази

B. subtilis 147 (M ± m, n=5)
Сполука, концентрація Відносна активність,%

Контроль 100,0

Трегалозоліпід
R. erythropolis

0,01% 14,0 ± 0,2

0,1% 10,0 ± 0,1

Пептидоліпід
Bacillus sp. C14

0,01% 83,0 ± 2,0

0,1% 16,0 ± 0,4

Рамноліпід
Pseudomonas sp. PS-17

0,01% 93,0 ± 1,8

0,1% 49,0 ± 1,1

Порівняння даних щодо впливу досліджених сполук на активність α-амілази з їх дією на 
активність іншої глікозидази – α-L-рамнозидази P. commune 266 [5] свідчить, що більшість 
синтетичих похідних порфіринів стимулювали активність α-L-рамнозидази, окрім похідно-
го флуорену, який у концентрації 0,1% повністю пригнічував активність даного ферменту. 
Що стосується впливу поверхнево-активних речовин, було встановлено, що трегалозо- і пеп-
тидоліпід також інгібували α-L-рамнозидазу, але у меншому ступені (на 5,3%-21%), а рам-
ноліпід підвищував (на 7,5% у концентрації 0,01%) активність даного ферменту, або зовсім не 
впливав (у концентрації 0,1%). На жаль, механізм дії досліджених речовин не встановлений. 
Можна лише припустити, що інгібуючий ефект синтетичних похідних порфірину пов’язаний 
з чутливістю клітин B. subtilis 147 до фотоіндукованої дії досліджених сполук, тобто,  погли-
наючи світло з певною довжиною хвилі, вони сприяють утворенню активних форм кисню, які 
є цитотоксичними для клітини і викликають її загибель. У роботі Русакової [11] було показа-
но, що металокомплекси синтетичних порфіринів виявляли фунгіцидну фотосенсибілізуючу 
дію на клітини Candida albicans. Загибель частини дріжджових клітин відбувалася одразу піс-
ля їх опромінення у присутності фотосенсибілізаторів. Автор [11] довела, що однією з форм 
загибелі клітин C. albicans є апоптоз. Крім того, з літературних даних відомо, що природні і 
синтетичні порфірини здатні повністю або частково поглинатися бактеріальними клітинами 
та пригнічувати їх ріст. Дані сполуки здатні також виявляти фотодинамічну і темнову актив-
ність. Так, показано [9], що порфірини з високою фотодинамічною активністю щодо тест-мік-
роорганізмів не виявляли темнову активність і навпаки, сполуки з високою темновою актив-
ністю не здатні були фотосенсибілізувати бактеріальні клітини. Однак дане питання потребує 
ще подальших досліджень.

Автори висловлюють щиру подяку зав. відділу інновацій та трансферу технологій, к.б.н. 
Сафроновій Ларисі Анатоліївні за люб’язно надану для досліджень культуру Bacillus subtilis 
147.
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