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àÍÒèÎÊсèäàÍÒÍÎÃÎ ЗàÕèсÒу BaCiLLus 

suBTiLis iÌâ â-7023

Ìетою роботи буëо досëідження впëиву наночасточок діоксиду 
кремнію та вермикуëіту на активність ензимів антиоксидантноãо 
заõисту Bacillus subtilis iÌВ В-7023. Застосовуючи ряд мікробіоëоãічниõ 
і біоõімічниõ методів досëіджень, встановëено, що куëьтивування 
циõ бактерій у середовищі, яке містиëо 0,05–0,5 ã/ë наночасточок 
sio2 чи 1,5–2,5 ã/ë вермикуëіту, супроводжуваëося підвищенням 
позакëітинної пероксидазної активності. Однак при подаëьшому 
збіëьшенні дози досëіджуваниõ матеріаëів цей показник знижувався. 
На позакëітинну та внутрішньокëітинну катаëазну активність, а 
також на внутрішньокëітинну пероксидазну активність бациë нано-
часточки діоксиду кремнію та часточки вермикуëіту помітноãо впëи-
ву не спричиняëи. Таким чином встановëено, що низькі концентрації 
досëіджениõ матеріаëів викëикають помірний прооксидантний ефект, 
який підвищує активність позакëітинниõ ферментів антиоксидант-
ноãо заõисту B. subtilis iÌВ В-7023, тоді як високі дози зумовëюють 
оксидативний стрес і приãнічують функціонування у мікроорãанізмів 
їõ протекторноãо компëексу.

К ëюч о в і  с ë о в а : Bacillus subtilis iÌВ В-7023, катаëазна активність, 
пероксидазна активність, діоксид кремнію, вермикуëіт.

Фосфатìобілізувальні бактерії Bacillus subtilis IÌВ В-7023 є коìпо-
нентоì коìплексного бактеріального препарату, застосування якого в 
сільськогосподарськоìу виробниöтві дозволяє суттєво покращити ріст 
і розвиток рослин та підвищити їх урожайність. при інтродукöії öих ìі-
кроорганізìів у агроекосистеìу на них будуть впливати різні її складові, 
зокреìа наноìатеріали ґрунту [7].

Наноìатеріалаìи вважаються такі дисперсні ÷асто÷ки, розìіри яких 
хо÷а б в одноìу геоìетри÷ноìу виìірі є ìеншиìи за 100 нì [1]. В на-
ностані більшість ре÷овин набуває ряду нових властивостей, які суттєво 
відрізняються від вихідних у тих саìих сполук ìікронного ÷и більшого 
розìіру. до коìплексу фізико-хіìі÷них характеристик нано÷асто÷ок вхо-
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дить збільшення роз÷инності, адсорбöійної єìності, хіìі÷ної реакöійної 
здатності та каталіти÷них властивостей. при взаєìодії живих об’єктів 
з такиìи ìатеріалаìи öе ÷асто призводить до накопи÷ення в клітинах 
активних форì кисню (ÀФÊ), які пошкоджують ліпіди, протеїни, ну-
клеїнові кислоти [5]. Вплив наноìатеріалів на функöіонування систеìи 
антиоксидантного захисту фосфатìобілізувальних бактерій не дослідже-
но. Зважаю÷и на öе, ìетою даної роботи є визна÷ення дії нано÷асто÷ок 
діоксиду креìнію та верìикуліту на активність ензиìів антиоксидантного 
захисту B. subtilis IÌВ В-7023.

Ìатеріали і методи
Об’єктоì дослідження був штаì B. subtilis IÌВ В-7023 [18]. Ìікро-

організìи вирощували в періоди÷них уìовах протягоì 22 год при 28 °Ñ 
на ка÷алöі (260 об/хв.) в колбах Åрленìейєра, що ìістили 100 ìл пожив-
ного середовища складу, (г/л): (NH

4)2SO4 – 2,0; Ê2НÐО4½3Н2О – 14,0; 
ÊН2ÐО4 – 6,0; натрій лиìоннокислий – 1,0; MgSO4½7H2O – 0,2; глю-
коза – 10,0. Вихідне рН 7,0 – 7,2 [16]. по÷атковий вìіст життєздатних 
бактерій складав 106 кл/ìл. Отриìану суспензію B. subtilis IÌВ В-7023 
вносили по 100 ìл у колби зі стерильниìи наважкаìи наноìатеріалів: 
діоксиду креìнію (0,05–1 г/л) ÷и верìикуліту (1,5–5 г/л) та культиву-
вали протягоì 2 год. Êонтрольниì варіантоì було поживне середовище 
з бактеріяìи без додавання діоксиду креìнію ÷и верìикуліту.

діоксид креìнію наданий Iнститутоì хіìії поверхні іì. О.О. Чуйка 
НÀН Óкраїни. Ðозìір нано÷асто÷ок SiO2 становив 5–20 нì. Часто÷ки 
верìикуліту отриìували з його дисперсної форìи, яку декілька разів 
проìивали та висушували в сушильній шафі. після просушки верìику-
літ подрібнювали 2–3 рази у гоìогенізаторі протягоì 5 хв та просівали 
÷ерез сито з діаìетроì пор 0,1 ìì.

Чисельність життєздатних клітин у суспензії визна÷али ìетодоì 
серійних розведень з подальшиì висівоì на поверхню агаризованого 
середовища (картопляний агар) в ÷ашках петрі та підрахункоì на них 
вирощених колоній бактерій.

для визна÷ення позаклітинної каталазної та пероксидазної активнос-
тей, отриìану культуральну рідину (ÊÐ) B. subtilis IÌВ В-7023 звільняли 
від клітин шляхоì öентрифугування на öентрифузі Опн-8 протягоì 25 хв 
при 5000 g.

для оöінки внутрішньоклітинної каталазної і пероксидазної актив-
ностей, осаджену біоìасу дві÷і ресуспендували у 0,15 Ì фосфатноìу 
буфері (рН 7,0). Êлітини руйнували на ультразвуковоìу дезінтеграторі 
типу UD-20 automatic (робо÷а ÷астота 22 кГö,) протягоì 2 хв на льоду. 
Від залишків клітин звільнялися öентрифугуванняì отриìаної суспензії 
на рефрижераторній öентрифузі K26D протягоì 30 хв при 5200 g (4 °Ñ).
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Êаталазну активність визна÷али спектрофотоìетри÷ниì ìетодоì, 
принöип якого базується на здатності пероксиду водню утворювати з со-
ляìи ìолібдену стійкий забарвлений коìплекс. Iнтенсивність забарвлення 
виìірювали при довжині хвилі 410 нì. Êаталазну активність виражали 
в ìіліìолях розкладеного Н2О2/хв на 1 ìг білка [6, 12].

пероксидазну активність визна÷али спектрофотоìетри÷ниì ìетодоì, 
який ґрунтується на зниженні конöентраöії індигокарìіну, що окис-
нюється пероксидоì водню в присутності пероксидази. Iнтенсивність 
забарвлення виìірювали при довжині хвилі 610 нì [10]. пероксидазну 
активність виражали в ìікроìолях/хв/1 ìг білка.

Êонöентраöію білка у пробах визна÷али за його зв’язуванняì із куìасі 
яскраво-синіì [13], використовую÷и як стандарт альбуìін сироватки бика.

Всі експериìенти виконувалися у трьох повтореннях. Ñтатисти÷не 
опраöювання результатів здійснювали за використання критерію Ñтью-
дента [8].

Ðезультати та їх обговорення
Óнікальність ряду властивостей нанорозìірного діоксиду креìнію 

зуìовлена хіìі÷ною активністю його поверхні. Більшою ìірою його біо-
логі÷на дія носить ìеìбранотропний характер [4]. при контакті такого 
наноìатеріалу з клітинаìи, відбувається підвищення продукöії ÀФÊ, які є 
÷инникаìи перекисного окиснення біологі÷но активних ìолекул [15]. Àк-
тивниì інгібітороì öього проöесу є пероксидаза. Встановлено, що вплив 
нано÷асток діоксиду креìнію на пероксидазну активність B. subtilis IÌВ 
В-7023 визна÷ався його вìістоì у середовищі. За внесення 0,05 г/л öього 
наноìатеріалу позаклітинна пероксидазна активність баöил зростала на 
43,8%, а внутрішньоклітинна – на 74,2%. при подальшоìу збільшенні 
дози діоксиду креìнію до 0,1 та 0,5 г/л, öі показники були ще вищиìи. 
Однак при додаванні в середовище 1 г/л öього ìатеріалу, позаклітинна 
та внутрішньоклітинна пероксидазна активність знижувалася (рис. 1), 
що ìоже бути пов’язано, згідно літературних даних, з дозозалежниì 
öитотокси÷ниì ефектоì наростання оксидативного стресу [5].

Бактерії B. subtilis характеризуються високиì рівнеì позаклітинної 
каталазної активності [14]. Встановлено, що при збільшенні вìісту нано-
÷асто÷ок діоксиду креìнію позаклітинна каталазна активність B. subtilis 
IÌВ В-7023 ìала тенденöію до зростання дуже повільно. Ìожливо, öе 
зуìовлено спеöифі÷ністю даного ензиìу антиоксидантного захисту до 
стрес-агентів. пероксидаза першою реагує на пероксидаöію ліпідів і інак-
тивує зна÷ну кількість пероксидів (Н

2О2, гідропероксиди, пероксинітрит), 
а каталаза детоксикує лише Н2О2, але розклад органі÷них пероксидів 
öей ензиì не каталізує [9]. На внутрішньоклітинну каталазну активність 
наноìатеріал впливу не спри÷иняв. Вона залишалася на рівні контролю, 
в який діоксид креìнію не вносили (табл. 1).
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Ðис.1. âплив наночасточок діоксиду кремнію на позаклітинну та 
внутрішньоклітинну пероксидазну активність B. subtilis iÌâ â-7023

Ðяд 1 – внутрішньоклітинна пероксидазна активність (відносна похибка  
складала 6%); Ðяд 2 – позаклітинна пероксидазна активність  

(відносна похибка складала 3%).

fіg.1. effect of nanopartіcles of sіlіca on extracellular and іntracellular peroxіdase 
actіvіty of B. subtilis iMv v-7023

Row 1 – intracellular peroxidase activity (a relative error folder 6%);  
Row 2 – extracellular peroxidase activity (a relative error folder 3%).

Нано÷асто÷ки SiO2 не проявляють руйнівної дії на більшість поліìерів, 
що є складовиìи öитоплазìати÷ної ìеìбрани бактерій і не спри÷иняють 
їх лізису. Iснує припущення, що нанорозìірний SiO2, конöентрую÷ись 
на поверхні ìікробної клітини, викликає порушення її функöій, зокреìа 
нейтралізує адгезивні властивості за рахунок денатураöії ìеìбранних 
білків і блокування факторів адгезії [3]. 

Òаблиöя 1

âплив наночасточок діоксиду кремнію на позаклітинну та внутрішньоклітинну 
каталазну активність B. subtilis iÌâ â-7023

Table 1

effect of nanopartіcles of sіlіca on extracellular and іntracellular catalase actіvіty 
of B. subtilis iMv v-7023

âміст sіo2, г/л
Êаталазна активність, мÌ Í2Î2/хв½мг білка

в культуральному середовищі в супернатанті

0 2,84 ± 0,11 0,68 ± 0,14

0,05 2,87 ± 0,13 0,69 ± 0,11

0,1 2,88 ± 0,10 0,69 ± 0,15

0,5 2,90 ± 0,09 0,69 ± 0,13

1,0 2,96 ± 0,13 0,70 ± 0,15
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Оскільки вплив нано÷асто÷ок діоксиду креìнію переважно ìеìбра-
нотропного характеру, ìожливо ÷ерез öе показники внутрішньоклітинної 
каталазної активності ìайже не зìінювалися.

Відоìо, що верìикуліт використовується як наповнюва÷ при створен-
ні бактеріальних препаратів [2]. Òоìу, представляло інтерес дослідити 
активність ензиìів антиоксидантного захисту B. subtilis IÌВ В-7023 за 
присутності öього ìінералу. Встановлено, що внесення ÷асто÷ок верìи-
куліту в суспензію B. subtilis IÌВ В-7023 спри÷иняє поìітний вплив на 
активність позаклітинної пероксидази. За присутності в середовищі 1,5 
та 2,5 г/л верìикуліту, öей показник зростав, порівняно з контрольниì 
варіантоì, на 163% і 186%, відповідно. при внесенні більш високих доз 
÷асто÷ок ìінералу (5 г/л) спостерігалося зниження позаклітинної перок-
сидазної активності. В той же ÷ас, внутрішньоклітинна пероксидазна 
активність практи÷но не зìінювалася (рис. 2).

Ðис. 2. âплив наночасточок вермикуліту на позаклітинну та внутрішньоклітинну 
пероксидазну активність B. subtilis iÌâ â-7023

Ðяд 1 – внутрішньоклітинна пероксидазна активність (відносна похибка  
складала 6%); Ðяд 2 – позаклітинна пероксидазна активність  

(відносна похибка складала 4%).

fіg. 2. effect of nanopartіcles of vermіculіte on extracellular and іntracellular 
peroxіdase actіvіty of B. subtilis iMv v-7023

Row 1 – intracellular peroxidase activity (a relative error folder 6%);  
Row 2 – extracellular peroxidase activity (a relative error folder 4%).

За культивування B. subtilis IÌВ В-7023 в середовищі з різниìи 
дозаìи ÷асто÷ок верìикуліту спостерігалося достовірне (p<0,05 в усіх 
випадках) до 109,0, 110,2, 111,6% підвищення позаклітинної каталазної 
активності бактерій при вìісті верìикуліту 1,5, 2,5, та 5,0 відповідно. Од-
нак öей ìатеріал не спри÷иняв суттєвого впливу на внутрішньоклітинну 
каталазну активність. Вона залишалася на рівні контролю (табл. 2).

 



64 issn 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 1    

i.Î. скороход, i.Ê. Êурдиш

Òаблиöя 2

âплив наночасточок вермикуліту на позаклітинну та внутрішньоклітинну каталазну 
активність B. subtilis iÌâ â-7023

Table 2

effect of nanopartіcles of vermіculіte on extracellular and іntracellular catalase 
actіvіty of B. subtilis iMv v-7023

âміст вермикуліту, 
г/л

Êаталазна активність, мÌ Í2Î2/хв½мг білка 

в культуральному середовищі в супернатанті

0 6,98 ± 0,12 0,53 ± 0,02

1,5 7,61 ± 0,17 0,54 ± 0,05

2,5 7,69 ± 0,17 0,54 ± 0,01

5,0 7,79 ± 0,18 0,55 ± 0,03

 Отриìані результати ìожна пояснити, виходя÷и з виразу «доза 
визна÷ає ìеханізì». при öьоìу токси÷ність з форìуванняì оксидативного 
стресу залежить не лише від вìісту досліджуваного ìатеріалу, а й від 
його поверхні та хіìі÷ного складу [17].

приблизна  форìула  верìикул і ту  (Mg+2,  Fe+2,  Fe +3) 3 
[(AlSi)4O10]½(OH)2½4H2O. Éого õімічний скëад: (MgO) 14–23%, (FeO) 
1–3%, (Fe2O3) 5–17%, (Àl2О3) 10–13%, (SiO2) 37–42%, (H2O) 8–18% 
[2]. Ñлід припустити, що оскільки вìіст SiO2 є досить високиì, він ìоже 
ініöіювати перекисне окиснення біоìолекул [4], активую÷и при öьоìу 
позаклітинну пероксидазну активність баöил за певної дози ÷асто÷ок 
верìикуліту в живильноìу середовищі. Однак із збільшенняì вìісту до-
сліджуваного ìатеріалу вплив SiO2 зростає, пригні÷ую÷и пероксидазну 
активність в культуральноìу середовищі. Òакий ефект ìожна пояснити 
дозозалежниì наростанняì оксидативного стресу, який спри÷иняє зни-
ження активності ензиìів антиоксидантного захисту [5].

Оскільки каталаза активізує лише розклад Н2О2, але не впливає на 
інші пероксиди [9], ìожливо тоìу її активність зростає незна÷но. Ñлід 
припустити, що зниження позаклітинної каталазної активності не від-
бувалося завдяки високоìу її рівню у баöил в стаöіонарній фазі росту, 
а також стійкості до великих конöентраöій пероксиду водню [14].

Відоìо, що каталаза та пероксидаза є ìеталоензиìаìи, до складу їх 
активних öентрів входять йони заліза та ìангану [11]. В складі верìикулі-
ту присутні йони Fe+2 та Fe+3, ìожливо саìе вони зуìовлюють зростання 
каталазної та пероксидазної активностей B. subtilis IÌВ В-7023, але до 
певного вìісту в живильноìу середовищі наноìатеріалу.

 Виходя÷и з отриìаних результатів з оöінки впливу нано÷асто÷ок діоксиду 
креìнію та ÷асто÷ок верìикуліту на активність ензиìів антиоксидантного за-
хисту B. subtilis IÌВ В-7023, а також літературних даних [15], ìожна зробити 
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висновок, що низькі конöентраöії різних ìатеріалів викликають поìірний про-
оксидантний ефект, який активізує коìпоненти антиоксидантної систеìи клітин 
бактерій, тоді як високі дози зуìовлюють оксидативний стрес і пригні÷ують 
функöіонування їх протекторного коìплексу.
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àÍÒèÎÊсèäàÍÒÍÎé ЗàЩèÒЫ BaCiLLus suBTiLis 
èÌâ â-7023

Ðеферат

Öелью работы было исследование влияния нано÷астиö диоксида 
креìния и верìикулита на активность энзиìов антиоксидантной защиты 
Bacillus subtilis ÈÌВ В-7023. Èспользуя ряд ìикробиологи÷еских и 
биохиìи÷еских ìетодов исследований, установлено, ÷то культивирова-
ние этих бактерий в среде, которая содержала 0,05–0,5 г/л нано÷астиö 
SiO2 и 1,5 или 2,5 г/л верìикулита, сопровождалось повышениеì вне-
клето÷ной пероксидазной активности. Однако при дальнейшеì увели-
÷ении дозы исследуеìых ìатериалов этот показатель снижался. На 
внеклето÷ную и внутриклето÷ную каталазную активность, а также на 
внутриклето÷ную пероксидазную активность баöилл нано÷астиöы диок-
сида креìния и ÷астиöы верìикулита существенного влияния не иìели. 



67issn 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 1    

ВплÈВ НÀНОЧÀÑÒОЧОÊ дIОÊÑÈдÓ ÊÐÅÌНIЮ ÒÀ ВÅÐÌÈÊÓлIÒÓ НÀ ÀÊÒÈВНIÑÒÜ ÅНЗÈÌIВ ...

Òакиì образоì, установлено, ÷то низкие конöентраöии исследуеìых 
ìатериалов вызывают уìеренный прооксидантный эффект, который 
повышает активность внеклето÷ных ферìентов антиоксидантной защиты 
Bacillus subtilis ÈÌВ В-7023, тогда как высокие дозы обуславливают 
оксидативный стресс и угнетают функöионирование у ìикроорганизìов 
их протекторного коìплекса.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : Bacillus subtilis ÈÌВ В-7023, каталазная 
активность, пероксидазная активность, диоксид креìния, верìикулит.
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influence of nanoParticles of silica and 
verMiculite on activity of enZyMes of 

antioxidant defence

summary

The aim of the work was to research the influence of nanoparticles 
of silica and vermiculite on activity of enzymes of antioxidant defence of 
Bacillus subtilis IMV V-7023. Using a number of microbiological and bio-
chemical methods of researches, it is determined that cultivation of these 
bacteria in media that contained 0.05–0.5 g/l of nanoparticles of SiO2 or 
1.5–2.5 g/l of vermiculite was accompanied by increasing of extracellular 
peroxidase activity. However, at the further increase of dose of the inves-
tigated materials that index went down. On extracellular and intracellular 
catalase activity as well as on intracellular peroxidase bacilli activity both 
nanoparticles of silica and particles of vermiculite of substantial did not 
have any influence. Thus, it is ascertained that the subzero concentrations 
of the investigated materials cause a moderate prooxidant effect which 
promotes activity of extracellular enzymes of antioxidant defence of Bacil-
lus subtilis IMV V-7023, while high doses stipulate oxidative stress and 
oppress functioning of microorganisms protector complex.

K e y  w o r d s : Bacillus subtilis IÌV V-7023, catalase activity, peroxi-
dase activity, silica, vermiculite.


