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ВПЛИВ НІТРАТУ НА СУЛЬФІДОГЕННУ АКТИВНІСТЬ 
БАКТЕРІЙ DESULFOMICROBIUM SP. CRR3

Метою цієї роботи було дослідити вплив нітрату на ефективність 
відновлення сульфату і нагромадження гідроген сульфіду бактеріями 
Desulfomicrobium sp. CrR3. Методи. Об’єктом дослідження були хромрезистентні 
сульфатвідновлювальні бактерії Desulfomicrobium sp. CrR3. Вплив нітрату на 
сульфідогенну активність бактерій визначали за зміною біомаси та концентрації 
сульфату, нітрату, нітриту, амонію та гідроген сульфіду в культуральному 
середовищі. Результати. За внесення у середовище 5 мМ нітрату спостерігали 
пригнічення сульфатредукції на 40 % у бактерій Desulfomicrobium sp. CrR3. Із 
збільшенням концентрації нітрату до 10 мМ відбувається повне пригнічення 
сульфатредукції. Висновки. Одержані результати свідчать про те, що нітрат 
у високих концентраціях пригнічує сульфатредукцію у бактерій Desulfomicrobium 
sp. CrR3.

К л ю ч о в і  с л о в а : нітрат, сульфідогенна активність, сульфатвідновлювальні 
бактерії.

Окиснення органічних речовин та відновлення сульфату мікроорганізмами 
в процесах анаеробного дихання відіграє важливу роль у мінералізації цих 
сполук в природі. Однак, при цьому утворюється гідроген сульфід, що має не-
приємний запах та виявляє токсичну, мутагенну та канцерогенну дії. Він також 
знижує вміст оксигеновмісних сполук у водоймах [4]. При нафтовидобуванні в 
результаті взаємодії гідроген сульфіду з йонами важких металів утворюються 
сульфіди – нерозчинні сполуки, які знижують нафтовіддачу пластів [9]. При-
гнічення сульфідогенної активності сульфатвідновлювальних бактерій може 
бути одним із способів зниження рівня гідроген сульфіду у навколишньому 
середовищі.

Для пригнічення сульфідогенної активності найчастіше застосовують 
інгібітори сульфатредукції та біомодифікатори [6].

Інгібітори сульфатредукції специфічно конкурують з йонами сульфату за 
активний центр АТФ-сульфурилази, в результаті чого утворюється нестабільний 
комплекс АМФ-сульфат, що швидко гідролізується до АМФ та сульфату. По-
вторні реакції з інгібітором приводять до виснаження запасу АТФ для активації 
сульфатів, що в кінцевому результаті призводить до пригнічення росту сульфат-
відновлювальних бактерій. Крім того, інгібітори сульфатредукції пригнічують 
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транспорт сульфату в клітини бактерій. До інгібіторів належать антрахінони, 
хромати, селенати, молібдат [6] та інші. Відомо, що останній спричиняє дис-
баланс запасів АТФ у клітині Desulfovibrio sp. [10].

До біомодифікаторів належать нітрат [6] та нітрит [15], які можуть ви-
користовуватися деякими бактеріями як альтернативні акцептори електронів 
[14]. Дія нітрату та нітриту синергічна [6, 15]. За високої концентрації нітрату 
сульфатвідновлювальні бактерії можуть використовувати їх як акцептори 
електронів [2]. Концентрація біомодифікаторів для пригнічення утворення 
гідроген сульфіду залежить від вмісту джерела карбону в середовищі та інших 
чинників [6, 15].

Метою цієї роботи було дослідити вплив нітрату на ефективність віднов-
лення сульфату і нагромадження гідроген сульфіду бактеріями Desulfomicrobium 
sp. CrR3.

Матеріали та методи
У роботі використовували хромрезистентні сульфатвідновлювальні бактерії 

Desulfomicrobium sp. CrR3 [3].
Бактерії культивували у середовищі Постгейта С за температури 30 оС у 

пробірках об’ємом 25 мл за анаеробних умов. Анаеробні умови забезпечува-
ли кип’ятінням та швидким охолодженням середовища культивування, що 
призводить до зменшення в ньому розчинного кисню, а також додаванням 
аскорбінової кислоти чи Na2S. Пробірки повністю заповнювали середовищем 
і закривали гумовими корками [13].

Біомасу визначали фотометрично на фотоелектроколориметрі КФК-3 за 
мутністю клітинної суспензії.

Вміст сульфату визначали турбідиметрично після його осадження барій 
хлоридом з утворенням барій сульфату. Для стабілізації суспензії використо-
вували гліцерин [14].

Кількість гідроген сульфіду у культуральній рідині визначали фотометрич-
но з використанням з n-амінодиметиланіліндигідрохлориду. У результаті вза-
ємодії гідроген сульфіду з n-амінодиметиланілін-дигідрохлоридом утворюється 
комплексна сполука синього кольору [16].

Вміст нітриту визначали спектрофотометрично при довжині хвилі 540 
нм з використанням n-нафтилетилендіаміндихлориду. Метод ґрунтується на 
діазотуванні сульфанілової кислоти нітритами і взаємодії утвореної солі з 
n-нафтилетилендіаміндихлоридом. Нітрат визначали після визначення концен-
трації нітриту методом діазотування. Як відновник використовували цинковий 
порошок [7].

Концентрацію амонію визначали спектрофотометрично при довжині хвилі 
640 нм. Метод ґрунтується на утворенні індофенолу голубого кольору в ре-
зультаті взаємодії амонію, фенолу та гіпохлориту за високого значення рН [8].

Вплив нітрату на сульфідогенну активність бактерій визначали за зміною 
біомаси та концентрації сульфатів, нітрату і нітриту у культуральному серед-
овищі, а також за зміною кількості гідроген сульфіду.
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Результати наводили як середнє значення з поправкою на стандартну по-
хибку (М ± m). Статистичне оброблення отриманих результатів проводили з 
використанням програми «Origin 6.1».

Результати і обговорення
Сульфатвідновлювальні бактерії можуть використовувати різні оксоаніони 

як акцептори електронів за анаеробного окиснення органічних сполук [2]. Ви-
ходячи з цього спочатку дослідили використання нітрату як єдиного акцептора 
електронів при окисненні лактату (рис. 1, Б), контролем при цьому було серед-
овище, у якому акцептором електронів був сульфат (рис. 1, А).

Дані рис. 1 показують, що ріст і використання сульфату та нітрату бакте-
ріями Desulfomicrobium sp. CrR3 відрізнялися незначно. Біомаса бактерій, ви-. CrR3 відрізнялися незначно. Біомаса бактерій, ви-CrR3 відрізнялися незначно. Біомаса бактерій, ви-3 відрізнялися незначно. Біомаса бактерій, ви-
рощених у середовищі з сульфатом, становила 2,4 г/л, тоді як з нітратом – 3 г/л. 
У середовищі з сульфатами нагромаджується гідроген сульфід у концентрації 
4 мМ, а нітратами – амоній (6 мМ). У процесі нітратредукції утворюється 
нітрит у концентрації 2 мМ, який практично повністю вичерпується після 4 
діб культивування.

Результати досліджень свідчать про здатність бактерій Desulfomicrobium 
sp. CrR3 використовувати нітрат і сульфат як акцептори електронів.

  А   Б

Рис. 1. Ріст Desulfomicrobium sp. CrR3 у середовищі з лактатом (як донором 
електронів) за внесення сульфату (A) та нітрату (Б) як кінцевих акцепторів 

електронів

Fig. 1. The growth of Desulfomicrobium sp. CrR3 in the medium with lactate (as electron 
donors), with the addition sulfate (A) and nitrate (B) as terminal electron acceptors

У природних умовах забруднення середовища відбувається, як правило, 
багатьма токсичними сполуками одночасно, забруднювачами найчастіше бу-
вають нітрат, нітрит, хромати, молібдати, солі важких металів тощо. Цікаво 
було дослідити як відбувається використання різних можливих акцепторів 
електронів за їхньої одночасної присутності в середовищі. Результати дослід-
жень, представлені у табл. 1, свідчать про те, що за одночасної наявності у 
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середовищі сульфату і нітрату інтенсивніше використовується нітрат (100 % 
використання нітрату на 8 добу культивування). За наявності у середовищі 10 
мМ нітрату та сульфату одночасно ефективність використання сульфату бакте-
ріями Desulfomicrobium sp. CrR3 знижується на 50 %. За цих умов у середовищі 
нагромаджується близько 2 мМ гідроген сульфіду, що удвічі менш порівняно 
з контрольними показниками (рис. 1, А, табл. 1).

Таблиця 1
Ріст та використання сульфату і нітрату бактеріями  

Desulfomicrobium sp. CrR3 за їхньої одночасної наявності у середовищі

Table 1
The growth and utilization of sulfate and nitrate by bacteria  

Desulfomicrobium sp. CrR3 at their simultaneous presence in the medium

Час, 
доба

Біомаса,
г/л

Сульфат,
мМ

Гідроген 
сульфід, 

мМ

ЕВ* 
SO4, 
%

Нітрат, 
мМ

Нітрит,
мМ

Амоній,
мМ

ЕВ 
NO3,

%

0 0,2 10 0 0 10 0 0 0

1 0,69±0,08 8,44±0,35 0 15,6 5,36±0,25 0 0,80±0,14 46,4

2 1,05±0,07 8,31±0,42 0,97±0,04 16,3 4,81±0,31 2,51±0,22 1,54±0,12 51,9

3 1,95±0,12 7,35±0,43 1,32±0,08 16,9 3,84±0,22 1,96±0,14 2,35±0,18 61,6

4 2,12±0,10 6,04±0,27 1,42±0,12 39,6 2,58±0,18 1,31±0,15 3,25±0,25 74,2

5 2,17±0,13 5,32±0,43 1,45±0,14 46,8 2,36±0,25 0,32±0,12 4,48±0,35 76,4

7 2,25±0,02 5,21±0,34 1,51±0,18 47,9 0,17±0,05 0 5,84±0,25 98,3

8 2,41±0,12 5,45±0,25 1,82±0,10 45,5 0 0 6,01±0,33 100

9 2,12±0,14 4,84±0,31 1,92±0,14 51,6 0 0 0 100

Примітка: ЕВ* – ефективність використання.

Одержані результати свідчать, про те, що бактерії Desulfomicrobium sp. CrR3 
здатні використовувати сульфат- та нітрат одночасно, як бактерії Desulfovibrio 
desulfuricans DT101 [2], на відміну від бактерій Desulfovibrio desulfuricans СS4, 
у яких спостерігали повне інгібування нітратредукції за наявності гідроген 
сульфіду, як кінцевого продукту дисиміляційної сульфатредукції [10].

За високих концентрацій нітрату бактерії Desulfomicrobium sp. CrR3 про-
тягом 9 діб культивування не використовували сульфат як акцептор електронів. 
Про це свідчить характер кривої росту бактерій і вміст сульфату в середовищі. 
Навіть при вичерпуванні нітрату біомаса бактерій не зростає, не дивлячись на 
високий вміст сульфату (рис. 2).
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Рис. 2. Ріст та використання сульфату бактеріями  
Desulfomicrobium sp. CrR3 за наявності нітрату у середовищі

Fig. 2. The growth and utilization of sulfate by bacteria  
Desulfomicrobium sp. CrR3 at the presence of nitrate in the medium

Анаеробні сульфатвідновлювальні бактерії Desulfomicrobium sp. CrR3 
здатні використовувати нітрат як акцептори електронів в процесі безкисневого 
окиснення органічних сполук, що, очевидно, може знайти практичне застосу-
вання цих бактерій при очистці середовища від нітрату. Важливим фактором 
при цьому слід враховувати співвідношення компонентів середовища і в першу 
чергу акцепторів електронів.

Бактерії Desulfomicrobium sp. CrR3 здатні до дисиміляційної сульфат- 
та нітратредукції. Оскільки за культивування їх з сульфатом та нітратом як 
єдиними акцепторами електронів у середовищі спостерігали нагромадження 
гідроген сульфіду (4 мМ) та амонію (6 мМ), відповідно. При цьому біомаса 
бактерій зростала до 3 г/л.

За одночасного внесення у середовище 5 мМ нітрату та 10 мМ сульфату 
спостерігали пригнічення сульфатредукції на 40 %. Із збільшенням концентрації 
нітрату до 10 мМ відбувається повне пригнічення сульфатредукції у бактерій 
Desulfomicrobium sp. CrR3.
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Реферат
Целью этой работы было исследовать влияние нитрата на ефективность вос-
станавление сульфата и нагромождение сульфида бактериями Desulfomicrobium 
sp. CrR3. Методы. Объектом исследования были хромрезистентные сульфа-
тредуцирующие бактерии Desulfomicrobium sp. CrR3. Влияние нитрата на 
сульфидогенную активность бактерий определяли по изменению биомассы 
и концентрации сульфата, нитрата, нитрита, аммония и сероводорода в 
культуральной среде. Результаты. При внесении в культуральную среду 5 мМ 
нитратов наблюдали ингибирование сульфатредукции на 40 %. С увеличением 
концентрации нитратов до 10 мМ происходит полное подавление сульфатре-
дукции бактериями Desulfomicrobium sp. CrR3. и роста примерно на 50 % и 
полное подавление образования сероводорода. Выводы. Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что внесение нитрата подавляет процесс сульфатре-
дукции у бактерий Desulfomicrobium sp. CrR3.

К л ю ч е в ы е  с л о в а : нитрат, сульфидогенная активность, сульфатредуци-
рующие бактерии.
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INFLUENCE OF NITRATE ON SULFIDOGENIC ACTIVITY OF 
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Summary
The aim of this work was to study infl uence of nitrate on the effectivity of sulphate re-was to study infl uence of nitrate on the effectivity of sulphate re-to study infl uence of nitrate on the effectivity of sulphate re-study infl uence of nitrate on the effectivity of sulphate re-influence of nitrate on the effectivity of sulphate re-on the effectivity of sulphate re- effectivity of sulphate re-effectivity of sulphate re-sulphate re- re-
duction and accumulation of hydrogen sulfide by bacteria Desulfomicrobium sp. CrR3. 
Methods. The object of the study was chromiumresistant sulphate-reducing bacteria 
Desulfomicrobium sp. CrR3. Effect of nitrate on sulfidogenic activity of bacteria 
was determined by the change of biomass and concentration of sulfates, nitrate and 
hydrogen sulfide in culture medium. Results. It was established the influence of nitrate 
ions on sulfidogenic activity of bacteria Desulfomicrobium sp.CrR3. 5 mM nitrate in 
adding culture medium caused the inhibition of sulphate reduction by 40 %. With the 
increase of nitrate concentrations up to 10 mM the inhibition of sulfate reduction was 
completely. Conclusions. The results indicate that the addition of nitrate caused the 
inhibition of the dissimilatory sulfate reduction by bacteriaDesulfomicrobium sp. CrR3.

K e y  w o rd s : nitrate, sulfidogenic activity, sulphate-reducing bacteria.
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