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ФІЗІОЛОГО-БІОХІМІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ 
DESULFUROMUSA SP. СВ30, ВИДІЛЕНИХ ІЗ ПОРОДНИХ 

ВІДВАЛІВ ВУГІЛЬНИХ ШАХТ 

Проведено дослідження фізіолого-біохімічних властивостей сірковідновлюваль-
них бактерій Desulfuromusa sp. СВ30, виділених із породних відвалів вугільних шахт 
Червоноградського гірничопромислового району. Встановлено, що внесення фумара-
ту до середовища Постгейта С для культивування досліджених бактерій спричиняє 
інтенсифікацію накопичення ними біомаси (у 1,56 рази) і гідроген сульфіду (у 1,23 рази)  
у порівнянні з контролем. Бактерії Desulfuromusa sp. СВ30 використовують фума-
рат одночасно як донор електронів, нагромаджуючи у культуральній рідині ацетат 
(до 3,47 г/л), та акцептор, відновлюючи його до сукцинату (4,05 г/л). За внесення 
натрію лактату і фумарату відбувається відновлення фумарату та його викорис-
тання як додаткового джерела карбону, а натрій лактат використовується після 
вичерпання фумарату. Бактерії мають високу активність ензиму сульфурредуктази 
(55,6±9,67 мкМ H2S/ хв × мг білка, у діапазоні рН 7,5–9,0 і за температури 20–40ºС) 
та спорідненість сульфурредуктази до субстрату (Km=0,09±0,02 мкМ). 

Ключові слова: Desulfuromusa, сіркове дихання, фумаратне дихання, активність 
ензиму сульфурредуктази.

Сіркове дихання шляхом неповного окиснення субстратів із накопи-
ченням ацетату властиве для багатьох мікроаерофільних сірко- та дея-
ких сульфатвідновлювальних бактерій [6]. Повне окиснення субстратів 
із утворенням діоксиду карбону здійснюють анаеробні бактерії родів 
Desulfuromonas, Desulfurella, Desulfuromusa, Geobacter, Pelobacter [8, 11]. 
Desulfuromonas аcetoxidans окиснюють лактат до ацетату, який перетво-
рюється через ацетил-КоА у модифікованому циклі трикарбонових кис-
лот (ЦТК) до CO2 [5]. Як донор електронів, фумарат, як і лактат, зазнає 
окиснення в ЦТК до діоксиду карбону, при цьому у середовищі нагро-
маджується незначна кількість ацетату [15]. Більшість мікроорганізмів 
використовує фумарат як додатковий акцептор електронів для отримання 
енергії [10]. Geobacter sulfurreducens використовує фумарат як акцептор 
електронів та додаткове джерело карбону [16]. Відновлення фумарату до 
сукцинату у D. acetoxidans здійснює сукцинатдегідрогеназа (КФ 1.3.99.1) 
за наявності НАДН+ [5]. У Wolinella succinogenes відновлення фумара-
ту здійснюють фумаратредуктаза (сукцинат:хінон оксидоредуктаза, КФ 
1.3.5.4) і гідрогеназа (форміатдегідрогеназа, КФ 1.1.5.6) [9, 10]. Будова 
фумаратредуктази подібна до сукцинатдегідрогенази, хоча ензим забез-
печує перебіг оберненої реакції відновлення фумарату до сукцинату, що 
спряжене із окисненням хінолу до хінону [9]. Фумаратредуктаза виділена 
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у сірковідновлювальних бактерій W. succinogenes, а також у Escherichia 
coli, Lactobacillus plantarum [6, 8, 16].

Відновлення сірки забезпечують локалізовані у цитоплазматич-
ній мембрані сульфурредуктаза (КФ 1.97.1.3) та полісульфідредуктаза 
(КФ 1.12.98.4), які зв’язані через цитохроми чи хінони з гідрогеназою. 
У W. succinogenes електрони від гідрогенази через цитохром b і мена-
хінон транспортуються до полісульфідредуктази [6]. Сульфурредуктаза 
виділена у сірковідновлювальних бактерій D. acetoxidans, D. acetoxigens,  
D. succinoxydans, W. succinogenes, сульфатвідновлювальних – Desulfovibrio 
baculatus, Sulfospirillum deleyianum, а також термофільних бактерій – 
Desulfurolobus ambivalens, Pyrococcus furiosus, Thermotoga neapolitana, 
Pyrodictium abyssi, Acidiantus ambivalens та сіркоокиснювальних бакте-
рій – Thiobacillus thiooxidans [8].

Сірковідновлювальні бактерії роду Desulfuromusa використовують еле-
ментну сірку як кінцевий акцептор електронів, окиснюючи субстрати до 
діоксиду карбону [11], але особливості дисиміляційної сіркоредукції у 
них досліджені недостатньо. 

Виділені та ідентифіковані нами із порід відвалів вугільних шахт Чер-
воноградського гірничопромислового району бактерії Desulfuromusa sp. 
СВ30 окрім елементної сірки відновлюють також сполуки феруму, купру-
му, мангану, хрому, нітрат- та нітрит-йони [4], що робить перспективним 
дослідження механізмів зниження рухомості важких металів за рахунок 
утворення комплексів із біогенним сірководнем, перетворення нітрит-йо-
нів у менш токсичний NH4

+.
Метою роботи було визначити особливості використання натрій лак-

тату та фумарату як джерел карбону та донорів електронів, елементної 
сірки як термінального акцептора електронів дисиміляційної сіркоредук-
ції, а також дослідити сульфурредуктазну активність бактерій Desulfuro-
musa sp. СВ30.

Матеріали і методи. Об’єктом досліджень були виділені та ідентифі-
ковані нами із порід відвалів вугільних шахт Червоноградського гірничо-
промислового району бактерії Desulfuromusa sp. СВ30. 

Культуру досліджених бактерій вирощували у щільно закритих гумо-
вими корками пробірках у термостаті за температури +28°С у рідкому 
середовищі Постгейта С (рН 7,5) [2]. 

Використання органічних джерел карбону та донорів електронів дослі-
джували упродовж 21 доби, визначаючи накопичення біомаси та утворен-
ня гідроген сульфіду у рідкому середовищі Постгейта С за внесення на-
трій лактату (53,57 мМ) і елементної сірки (32,29 мМ) – контроль; натрій 
лактату (53,57 мМ), фумарату (32,29 мМ) і елементної сірки (32,29 мМ);  
фумарату (53,57 мМ) і елементної сірки (32,29 мМ); натрій лактату (53,57 мМ);  
фумарату (53,57 мМ). 

Дослідження особливостей використання натрій лактату та фумарату 
бактеріями Desulfuromusa sp. СВ30 проводили методом високоефективної 
рідинної хроматографії (ВЕРХ), використовуючи хроматографічну систе-
му Varian ProStar (Varian Medical Systems, США). Хроматографічна сис-
тема складалася з двох помп Varian ProStar 210 (Varian Medical Systems, 
США), хроматографічної колонки Polaris 5 C18-A (Varian Medical Systems, 
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США), 250×4,6 мм у модулі колонок Varian ProStar 500 (Varian Medical 
Systems, США), спектрофотометричного детектора з фотодіодною матри-
цею Varian ProStar 335 (Varian Medical Systems, США). Як рухому фазу ви-
користовували два розчинники: розчин А – ацетонітрил, розчин В – 0,2% 
розчин трифтороцтової кислоти (ч.д.а., AppliChem, ФРН) у воді, отрима-
ній з допомогою системи очищення води Adrona Crystal CreBio з ультра-
фільтром Millipore (Merck Millipore, США). Хроматографічне розділен-
ня здійснювали у 0,2% розчині трифтороцтової кислоти упродовж 8 хв.  
Потік розчинника – 1,5 мл/хв [7]. Хроматограми записували за довжини 
хвилі 210 нм. Температура колонки була +35ºС. Аналізували культураль-
ну рідину на вміст органічних кислот на 1, 4 та 8 доби культивування у 
середовищі Постгейта С за наявності донорів і акцепторів електронів, які 
вносили еквівалентно до молярної концентрації натрій лактату як донора 
(53,57 мМ) та елементної сірки як акцептора (32,29 мМ): 1) контроль – 
натрій лактат (53,57 мМ) і елементна сірка (32,29 мМ); 2) натрій лактат 
(53,57 мМ) і фумарат (32,29 мМ); 3) натрій лактат (53,57 мМ); 4) фумарат 
(53,57 мМ).

Визначення активності ензиму сульфурредуктази проводили за 
описаним методом [13]. Для встановлення локалізації ензиму визна-
чали сульфурредуктазну активність у культуральній рідині бактерій  
Desulfuromusa sp. СВ30, розчинній та осадовій фракціях. Культуральну рі-
дину відокремлювали від клітин центрифугуванням (4000 g, 30 хв) на цен-
трифузі ОС-6М. Для визначення сульфурредуктазної активності у розчин-
ній та осадовій фракціях клітини двічі промивали 10 мМ калій фосфатним 
буфером (рН 7,5) та руйнували за допомогою ультразвукового дезінтегра-
тора УЗДН-2Т (частота 22 кГц, 5 хв). Супернатант (розчинна фракція) 
відділяли центрифугуванням клітинного екстракту (9000 g, 30 хв) на цен-
трифузі К-24. Осадову фракцію ресуспендували в екстрагуючому буфері 
(50 мМ калій-фосфатний буфер, рН 7,5; 10-5М ЕДТА (етилендиамінтетра-
ацетат); 10-5М ФМСФ (фенілметилсульфонілфторид)). Активність ензиму 
визначали за кількістю продукованого гідроген сульфіду, що утворився в 
ході реакції. Реакційна суміш мала такий склад: калій фосфатний буфер  
(рН 7,5) – 440 мкл; S0 – 0,04 г; 10 мМ NADH+ – 120 мкл; 10 мМ EDTA – 
120 мкл; гліцерин – 120 мкл; культуральна рідина – 400 мкл. Реакційну 
суміш переносили в пробірки, що були наповнені аргоном. Час інкубації 
10 хв. Реакцію запускали додаванням NADH+ і зупиняли 2М розчином 
NаОН (0,2 мл). Гідроген сульфід визначали за методом утворення мети-
ленової сині [14]. Для вивчення впливу температури та рН середовища на 
сульфурредуктазну активність Desulfuromusa sp. СВ30 змінювали темпе-
ратуру (10, 20, 30, 40, 50ºС) і рН реакційної суміші (4, 5, 6, 7, 8, 9). 

Концентрацію білка визначали у культуральній рідині, розчинній та 
осадовій фракціях за методом Лоурі [12]. Біомасу бактерій визначали ко-
лориметрично, використовуючи КФК–3 (довжина хвилі 340 нм, кювета з 
оптичним шляхом 3 мм) за калібрувальною кривою. 

Статистичну обробку результатів досліджень та побудову графіків про-
водили з використанням програм «Microsoft Excel 2007», «Origin 6.1». 
Для оцінки вірогідності різниці між статистичними характеристиками 
альтернативних сукупностей даних визначали коефіцієнт Стьюдента, ві-
рогідною вважалася різниця за рівня значущості р ≤ 0,05 [1].
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Результати досліджень. Сірковідновлювальні бактерії ростуть за ви-
користання коротколанцюгових жирних кислот, H2, рідше – спиртів, мо-
ноароматичних сполук як джерел карбону. Під час дисиміляційної сір-
коредукції вони відновлюють елементну сірку, а металоредукції – йони 
Fe (III), Co (III), Mn (VI), Hg (II), а також сполуки хлору та нітрогену 
[2, 5, 6, 8, 11, 16]. Ми показали, що виділені із порід відвалів бактерії  
Desulfuromusa sp. СВ30 використовують натрій лактат, фумарат, натрій 
цитрат, натрій піруват, малат, стеарат, ацетат, аспартат, аскорбінову 
кислоту, етанол, фенол, манітол, глюкозу, аланін, гліцин як джерела 
карбону та донори електронів дисиміляційної сіркоредукції, що зу-
мовило необхідність дослідити особливості відновлення елементної 
сірки залежно від наявних донорів електронів [4]. 

Нами було досліджено використання органічних джерел карбо-
ну і донорів електронів та продукцію гідроген сульфіду бактеріями  
Desulfuromusa sp. СВ30, виділеними із порід відвалів вугільних шахт, 
упродовж 21 доби культивування. 

Встановлено, що найбільшу біомасу бактерії нагромаджували за 
наявності у середовищі фумарату (0,85±0,03 г/л) або натрій лактату 
і фумарату (0,78±0,04 г/л) на шосту добу (рис. 1, а), а із шостої по 
восьму добу бактерії продукували найбільшу кількість гідроген суль-

Рис. 1. Накопичення біомаси (а) та продукція HS- (б) бактеріями Desulfuromusa sp. 
СВ30 за росту у середовищі Постгейта С із різними джерелами карбону та донора-

ми електронів; p ≤ 0,05, n = 3 – вірогідні зміни у порівнянні з контролем
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фіду (рис. 1, б). Найвищу сульфідогенну активність виявили за дода-
вання до середовища з фумаратом елементної сірки (1,65±0,04 мМ), 
що у 1,23 рази вище, ніж у контролі (натрій лактат і елементна сірка). 
Після восьмої доби культивування бактерій сульфідогенна активність 
різко знижувалась в усіх варіантах досліду, а після дванадцятої доби 
бактерії утворювали не більше 10 мМ гідроген сульфіду.

За наявності фумарату і елементної сірки остання відновлюва-
лася із вичерпанням фумарату, оскільки окисно-відновний потен-
ціал окисно-відновної пари фумарат/сукцинат є вищий, ніж у пари  
S0/НS- [3].

Відомо, що відновлення фумарату відбувається за участю мемб-
ранного електронтранспортного ланцюга, до складу якого входять 
відповідні дегідрогенази. Утворення сукцинату в результаті віднов-
лення фумарату свідчить про використання фумарату як акцептора 

Рис. 2. Використання органічних речовин бактеріями Desulfuromusa sp. СВ30 у 
середовищі Постгейта С із фумаратом (а), фумаратом і натрій лактатом (б), натрій 
лактатом (в), натрій лактатом та сіркою (г); p ≤ 0,05, n = 3 – вірогідні зміни у по-

рівнянні з контролем:
а) використання фумарату (─●─), нагромадження ацетату (─■─), нагромадження 

сукцинату (─▲─); 
б) використання фумарату (─▲─), використання натрій лактату (─■─), нагрома-

дження сукцинату (─▼─), нагромадження ацетату (─●─); 
в) використання натрій лактату (─■─), нагромадження ацетату (─●─), нагрома-

дження сукцинату (─▲─);
г) використання натрій лактату і елементної сірки (─■─), нагромадження ацетату 

(─●─), нагромадження сукцинату (─▲─), контроль
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електронів. За використання фумарату як донора електронів відбува-
ється його окиснення в ЦТК до СО2 [9, 15]. 

Хроматографічний аналіз культуральної рідини після вирощування 
Desulfuromusa sp. СВ30 у середовищі з фумаратом показав, що бак-
терії, починаючи із першої доби, нагромаджують сукцинат та ацетат 
(рис. 2, а). Нагромадження сукцинату (до 4,05±0,26 г/л) в результаті 
відновлення фумарату свідчить про те, що бактерії використовують 
фумарат як акцептор електронів. За використання фумарату як доно-
ра електронів бактеріями Desulfuromusa sp. СВ30 відбувається його 
окиснення до СО2, у середовищі нагромаджується до 3,47 г/л ацетату.

За одночасного внесення натрій лактату і фумарату (рис. 2, б) бак-
терії використовували останній як акцептор електронів, накопичуючи 
велику щільність біомаси вже на другу добу (0,69±0,01 г/л) (рис. 3). 
За цих умов відбувалось повне відновлення фумарату до сукцинату, 
а натрій лактат залишався у кількості 1,97±0,07 г/л, оскільки він, 
очевидно, включався в цикл після вичерпання фумарату. У культу-
ральній рідині на восьму добу також залишався лактат.

Рис. 3. Нагромадження біомаси бактеріями Desulfuromusa sp. СВ30 у середовищі 
Постгейта С із різними джерелами карбону та донорами електронів; * − p ≤ 0,05,  

n = 3; ** − p ≤ 0,01, n = 3; *** − p ≤ 0,001, n = 3– вірогідні зміни у порівнянні з 
контролем

Виділені бактерії Desulfuromusa sp. СВ30 із широкого кола сполук 
сульфуру (сульфат-, сульфіт-, тіосульфат-йони, органічні сульфоксиди, 
елементна сірка, полісульфіди, органічні дисульфіди тощо) здатні вико-
ристовувати лише елементну сірку як кінцевий акцептор електронів, про-
дукуючи до 1,02±0,02 мМ гідроген сульфіду [4]. Відновлення елементної 
сірки у ході дисиміляційної сіркоредукції забезпечує ензим сульфурредук-
таза або полісульфідредуктаза, які зв’язані через цитохроми чи хінони з 
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Рис. 4. Активність ензиму сульфурредуктази Desulfuromusa sp. СВ30 у культу-
ральній рідині, розчинній та осадовій фракціях

гідрогеназою та локалізовані у цитоплазматичній мембрані [6]. З метою 
встановлення імовірної локалізації ензиму у досліджених бактерій було 
визначено сульфурредуктазну активність у культуральній рідині, розчин-
ній і осадовій фракціях (рис. 4).

Рис. 5. Вплив рН (а) та температури (б) на активність ензиму сульфурредуктази 
бактерій Desulfuromusa sp. СВ30



ISSN 1028-0987. Мікробіол. журн., 2017, Т. 79, № 5 87

Оскільки виділений штам Desulfuromusa sp. СВ30 накопичує найбіль-
шу біомасу та кількість гідроген сульфіду з 6 по 8 добу (середина експо-
ненціальної фази росту; рис. 1), повністю відновлюючи акцептор електро-
нів, то активність ензиму сульфурредуктази визначали на 6–8 добу.

Найвища активність ензиму сульфурредуктази у Desulfuromusa sp. 
СВ30 була у культуральній рідині (35,0±2,1мкМ H2S/ хв × мг білка) на 
шосту добу, що у 3,11 раза вища, ніж в осадовій фракції (11,27±1,19мкМ 
H2S/ хв × мг білка). Активність розчинної фракції ензиму сульфурредук-
тази була найнижчою серед усіх (5,51±0,30 мкМ H2S/хв × мг білка), що 
свідчить про локалізацію цього ензиму на мембранних структурах бакте-
ріальної клітини.

Дослідивши вплив рН та температури на активність ензиму сульфурре-
дуктази Desulfuromusa sp. СВ30, ми відмітили, що вона була найвищою у 
діапазоні рН 7,5–9,0 (від 39,5±5,88 до 55,6±9,67 мкМ H2S/ хв × мг білка)  
і за температури 20–40ºС (рис. 5). За використання однофакторного дис-
персійного аналізу встановили суттєвий і достовірний вплив як темпера-
тури (78%), так і рН (88%) на активність ензиму сульфурредуктази бак-
терій Desulfuromusa sp. СВ30.

Рис. 6. Залежність початкової швидкості реакції від концентрації субстрату: а) 
графік Міхаеліса-Ментен, б) графік Лайнуівера-Берка; p ≤ 0,01, n=3 – вірогідні 

зміни у порівнянні з контролем
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Дослідження основних кінетичних параметрів активності ензиму суль-
фурредуктази Desulfuromusa sp. СВ30 у культуральній рідині показало, 
що за температури 30оС і рН 7,5 Km становить 0,09±0,02 мкМ, Vmax- 
67,58±9,13 мкМ Н2S/ хв × мг білка, що вказує на високу спорідненість 
сульфурредуктази Desulfuromusa sp. СВ30 до субстрату (рис. 6).

Обговорення результатів. Сірковідновлювальні бактерії широко 
розповсюджені у природі. Разом із сульфатвідновлювальними бактерія-
ми вони є основними продуцентами гідроген сульфіду [2, 6]. Особливо 
важлива роль цих бактерій у перетворенні сполук сульфуру порід вугіль-
них відвалів Червоноградського гірничопромислового району. Проведені 
нами дослідження фізіолого-біохімічних властивостей сірковідновлю-
вальних бактерій Desulfuromusa sp. СВ30, виділених із порід вугільних 
відвалів, показали, що внесення фумарату до середовища Постгейта С для 
культивування сірковідновлювальних бактерій спричиняє інтенсифікацію 
накопичення біомаси дослідженими бактеріями (у 1,56 рази) і гідроген 
сульфіду (у 1,23 рази) у порівнянні із контролем. Оскільки окисно-від-
новний потенціал окисно-відновної пари фумарат/сукцинат вищий, ніж 
у пари S0/HS-, то відновлення фумарату дає можливість отримати вищий 
вихід АТФ [3, 6], що підтверджує накопичення у культуральній рідині 
бактерій Desulfuromusa sp. СВ30 сукцинату. Нагромадження у культураль-
ній рідині ацетату як проміжної сполуки окиснення фумарату у модифі-
кованому ЦТК є наслідком використання фумарату як донора електронів 
або додаткового джерела карбону. 

Бактерії Desulfuromusa sp. СВ30 мають високу сульфурредуктазну ак-
тивність (55,6±9,67 мкМ H2S/ хв × мг білка, у діапазоні рН 7,5–9,0 і за 
температури 20–40ºС) та спорідненість сульфурредуктази до елементної 
сірки (Km=0,09±0,02 мкМ), що дозволяє розглядати можливість їх ви-
користання для розробки технологій рекультивування забруднених тери-
торій із метою зниження рухливості йонів важких металів у результаті 
утворення нерозчинних металосульфідів.
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ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА DESULFUROMUSA SP. 
СВ30, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ПОРОДНЫХ ОТВАЛОВ УГОЛЬНЫХ ШАХТ 

Ре з юме
Проведено исследование физиолого-биохимических свойств серовосстанавлива-

ющих бактерий Desulfuromusa sp. СВ30, выделенных из породных отвалов угольных 
шахт Червоноградского горнопромышленного района. Установлено, что внесение фу-
марата в среду Постгейта С для культивирования исследуемых бактерий приводит к 
интенсификации накопления ими биомассы (в 1,56 раза) и гидроген сульфида (в 1,23 
раза) в сравнении с контролем. Бактерии Desulfuromusa sp. СВ30 используют фумарат 
одновременно как донор электронов, накапливая в культуральной жидкости ацетат  
(до 3,47 г/л), и акцептор, восстанавливая его до сукцината (4,05 г/л). При внесении 
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натрия лактата и фумарата происходит восстановление фумарата и его использова-
ние как дополнительного источника карбона, натрий лактат используется после ис-
черпания фумарата. Бактерии имеют высокую активность энзима сульфурредуктазы 
(55,6±9,67 мкМ H2S/мин × мг белка, в диапазоне рН 7,5–9,0 и при температуре 20–40 ºС)  
и сродство сульфурредуктазы к субстрату (Km=0,09±0,02 мкМ). 

Ключевые слова: Desulfuromusa, серное дыхание, фумаратное дыхание, актив-
ность энзима сульфурредуктазы.
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Ivan Franko National University of Lviv 
 Hrushevskyi St., 4, Lviv, 79005, Ukraine

PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF 
DESULFUROMUSA SP. SV30, ISOLATED FROM COAL PITS WASTE HEAPS 

Summary
The study of physiological and biochemical characteristics of sulfur reducing bacteria 

Desulfuromusa sp. SV30, isolated from coal pits waste heaps of Chervonograd minig 
region was conducted. It was established that fumarate applying into Postgate C medium 
for cultivation of investigated bacteria caused their biomass intensifying accumulation 
(in 1.56 times) and hydrogen sulfide (in 1.23 times) compared with the control. Bacteria 
Desulfuromusa sp. SV30 utilize fumarate simultaneously as electron donor, accumulating 
acetate (till 3.47 g/l) in the culture fluid, as well as acceptor, reducing fumarate to succinate 
(4.07 g/l). Under conditions of sodium lactate and fumarate applying occurs the fumarate 
reducing the same as its usage as an additional carbon source. Sodium lactate is utilized 
after fumarate ending. Bacteria have a high rate of sulfur reductase enzyme activity 
(55.6±9.67 µM H2S/min × mg protein, in рН range 7.5–9.0 and under the 20–40 ºС) and 
sulfur reductase affinity to the substrate (Km=0.09±0.02 µM). 

Keywords: Desulfuromusa, sulfur respiration, fumarate respiration, sulfur reductase 
enzyme activity.
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