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ВПЛИВ ФІЗИКО-ХІМІЧНИХ ФАКТОРІВ 
НА  ДЕГІДРОГЕНАЗНУ АКТИВНІСТЬ 

BACILLUS  SUBTILIS ІМВ В-7023 

Мета. Дослідження впливу деяких фізико-хімічних факторів на дегідрогеназну 
активність Bacillus subtilis ІМВ В-7023. Методи: бактерії вирощували в 
умовах періодичного культивування. Дегідрогеназну активність оцінювали 
за відновленням в анаеробних умовах 2,3,5-трифенілтетразолій хлориду до 
трифенілформазану, вміст якого визначали фотоколориметрично. Результа-
ти: Встановлено, що найвищих значень дегідрогеназна активність набуває 
у Bacillus subtilis ІМВ В-7023 за температури 37 °С в середовищі, що має рН 
7,0. Найбільш високі показники дегідрогеназної активності були отримані за 
вмісту в ньому 10 г/л глюкози. Встановлено, що іони Mg2+ і Са2+ стимулювали 
дегідрогеназну активність Bacillus subtilis ІМВ В-7023, а іони Fe3+, навпаки, 
пригнічували її. Висновки. Висока чутливість дегідрогеназного комплексу цих 
бактерій до фізико-хімічних факторів середовища може використовуватися 
для прогнозування активності даного штаму за дії певних факторів середови-
ща при його застосуванні у складі комплексного бактеріального препарату в 
агроекосистемах.

К л ю ч о в і  с л о в а : Bacillus subtilis, фізико-хімічні фактори, дегідрогеназна 
активність.

Дегідрогеназний комплекс мікроорганізмів є одним з основних компонен-
тів енергетичного метаболізму клітин та їх функціонування. До його складу 
входять піридинзалежні дегідрогенази, коферментами яких є НАД або НАДФ 
і флавінзалежні дегідрогенази з простетичними групами ФАД або ФМН [ 4]. 

Дегідрогеназний комплекс мікроорганізмів є досить чутливим до будь-яких 
змін в умовах оточуючого середовища. На показники його активності спричиняє 
помітний вплив концентрація джерел вуглецевого живлення і енергії, темпера-
тура середовища, вміст різних хімічних речовин, які можуть інтенсифікувати 
або сповільнювати метаболічні процеси мікроорганізмів [8–12]. Тому дегідро-
геназна активність вважається індикатором функціонального стану мікробних 
популяцій і їх окиснювальної активності [10–12]. 

Вплив цих факторів на дегідрогеназну активність Bacillus subtilis ІМВ 
В-7023, що є компонентом комплексного бактеріального препарату для рос-
линництва [2], не визначався, що не дозволяє прогнозувати можливі зміні 
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фізіолого-біохімічної активності цих бактерій в агроекосистемах за дії певних 
факторів середовища. 

Зважаючи на це, метою роботи було дослідження впливу деяких фізико-
хімічних факторів на дегідрогеназну активність Bacillus subtilis ІМВ В-7023.

Матеріали і методи
Об’єктом дослідження був штам фосфатмобілізувальних бактерій Bacil-

lus subtilis ІМВ В-7023 [6], що застосовується для виготовлення комплексного 
бактеріального препарату для рослинництва. Бактерії вирощували протягом 
24 год при 28°С і перемішуванні (240 об/хв) в 750 мл колбах Ерленмейера, в 
які вносили по 100 мл рідкого живильного середовища Спізізена [13].

Отриману суспензію бактерій осаджували на центрифузі ОПН-8 при 6600  g 
протягом 15 хв за кімнатної температури. Клітини ресуспензували у буфері з 
певним значенням рН, оптичну густину (ОГ) доводили до 0,5 од, використову-
ючи фотоколориметр КФК-2МП, довжина оптичного шляху 5 мм і λ=540 нм.

Визначення дегідрогеназної активності проводили, застосовуючи метод 
відновлення безбарвної солі 2,3,5-трифенілтетразолій хлориду (ТТХ) в черво-
ну сполуку трифенілформазан (ТФФ) в анаеробних умовах [1, 5] з наступною 
екстракцією ТФФ етиловим спиртом. Для визначення дегідрогеназної актив-
ності в пробірки Тунберга вносили 2 мл бактеріальної суспензії, по 1 мл 2% 
розчину глюкози, а в боковий відросток – 0,5 мл 1% розчину ТТХ. Після цього 
пробірки закривали, вакуумували, вміст бокового відростку переливали в їх 
головне відділення, суміші інкубували за відповідних температур протягом 1 
год. Потім до вмісту пробірок Тунберга додавали 5 мл 96 % етанолу, енергійно 
струшували і залишали на 20 хв для екстракції формазану. Отриману суміш 
центрифугували 15 хв при 6600 g. У супернатанті визначали ОГ при λ=490 нм, 
використовуючи кювети 10 мм. Кількість ТФФ визначали за калібрувальною 
кривою. Результати перераховували на суху біомасу бактерій (СБ), яку визна-
чали ваговим методом та за стандартною кривою залежності біомаси від ОГ 
суспензії. Дегідрогеназну активність виражали у мг ТФФ/ г-1 СБ· год-1. 

При визначенні впливу різних значень рН на дегідрогеназну активність 
суспензії бактерій готували у фосфатних буферних системах, що мали рН 
5,0; 6,0; 7,0 і 8,0. На основі зазначених буферів готували розчини глюкози для 
реакційних сумішей. Дегідрогеназну активність визначали за вищеописаною 
методикою при температурі 28 °С.

Для визначення впливу на дегідрогеназну активність концентрації глюкози 
її вносили в реакційне середовище в концентраціях 1, 5, 10 і 20 г/л. 

Вплив катіонів Mg2+, Ca2+, Fe3+ визначали з використанням хлоридів даних 
солей. Усі розчини готували на основі тріс-HCl буфера рН 7,1. Після культиву-
вання бактерії двічі відмивали у тріс-HCl буфері, готували суспензію з заданою 
ОГ 0,8 од. Отриману суспензію додавали у пробірки по 2 мл, також додавали 
по 1 мл розчини солей певних концентрацій, 1 мл 2% розчину глюкози і ви-
значали дегідрогеназну активність за описаною вище методикою. Всі досліди 
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проводили тричі у трьох і більше повторностях. Результати досліджень підля-
гали статистичній обробці, визначаючи довірчий інтервал середніх показників 
при вірогідності 95% [ 3 ].

Результати та обговорення
Досліджено залежність дегідрогеназної активності B. subtilis ІМВ В-7023 

від температури інкубування бактерій. Встановлено, що за її підвищення від 
18 до 28 °С дегідрогеназна активність зростала на 50% (рис. 1). Найвищих 
значень цей показник досягав за температури 370С. При її підвищенні до 50 °С 
дегідрогеназна активність знижувалася на 24%. Таким чином, температурний 
оптимум для прояву дегідрогеназної активності B. subtilis ІМВ В-7023 (37оС) 
не співпадає з оптимальними значеннями цього показника для росту даного 
штаму бактерій.

Значний вплив на дегідрогеназну активність B. subtilis ІМВ В-7023 спри-
чиняло рН середовища. Максимальних значень вона досягала при рН 7,0. 
В середовищі, що мало рН 6,0 їх дегідрогеназна активність знижувалася на 
41% (рис. 2), а при рН 5,0 спостерігалося майже повне пригнічення цієї ак-
тивності. В лужному середовищі (при рН 8,0) також відбувалося зниження 
дегідрогеназної активності бацил, однак воно було менш помітним, ніж за рН 
6,0. Таким чином, отримані результати свідчать про те, що оптимальні значення 
рН для прояву дегідрогеназної активності B. subtilis ІМВ В-7023 співпадають 
з відповідними його значеннями для росту даних бактерій.

Рис. 1 Вплив температури на дегідрогеназну активність B. subtilis

Fig. 1. Influence of temperature on dehydrogenase activity of B. subtilis

Показано, що найбільш високих значень дегідрогеназна активність B. subti-. subti-subti-
lis досягає при вмісті у реакційній суміші 10 г/л глюкози (табл. 1). За зменшення 
її концентрації до 5 та 1 г/л досліджуваний показник знижувався, відповідно, 
на 20,0% та 27,4%. Підвищення вмісту глюкози в середовищі до 20 г/л також 
супроводжувалося зниженням дегідрогеназної активності майже на 11%. 

 

       мг ТФФ·г-1 СБ·год-1 

 

15

30

45

60

75

90

18 28 37 50

Температура, °С

    



І.О. Герасименко, І.К. Курдиш

64 ISSN 2076–0558. Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ. 2014. № 4. С. 61–68 

Рис. 2. Залежність дегідрогеназної активності B. subtilis від рН середовища

Fig. 2. Dehydrogenase activity dependence of B. subtilis on pH medium

Значний вплив на дегідрогеназну активність B. subtilis ІМВ В-7023 спри-
чиняє вміст в середовищі деяких катіонів. Було встановлено, що внесення в 
середовище досліджених концентрацій Mg2+ у вигляді MgCl2 супроводжувалося 
стимулюванням дегідрогеназної активності B. subtilis ІМВ В-7023. Так, за вне-
сення 0,25–1,0 мМ іонів магнію дегідрогеназна активність зростала по відно-
шенню до контролю на 23 і 43%, відповідно. Найвищих значень цей показник 
досягав при вмісті в середовищі 10 мМ іонів магнію. Подальше збільшення 
концентрації магнію супроводжувалося зниженням його стимулювальної дії. 
Однак, навіть за вмісту в середовищі 30 мМ магнію дегідрогеназна активність 
бактерій була на 34% вищою від показників у контролі.

Таблиця 1
Залежність дегідрогеназної активності B. subtilis ІМВ В-7023 

від концентрації глюкози в середовищі

Table 1
Dehydrogenase activity dependence of B. subtilis ІМВ В-7023 

on glucose concentration in the medium

Штам

Дегідрогеназна активність (мг ТФФ/ г-1 СБ· год-1) 
за вмісту глюкози, г/л

1 5 10 20

B. subtilis ІМВ В-7023 52,6 ± 1,8 57,9 ± 1,2 72,5 ± 2,0 64,7 ± 1,9

Ще більш помітний стимулювальний вплив на дегідрогеназну активність 
B. subtilis ІМВ В-7023 спричиняли катіони кальцію. За вмісту в середовищі 
0,25 мМ іону показник цієї ферментативної активності зростав на 29% (табл. 2).
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Таблиця 2
 Залежність дегідрогеназної активности B. subtilis ІМВ В-7023 

від вмісту катіонів магнію та кальцію в середовищі

Table 2
dehydrogenase activity dependence of B.subtilis ІМВ В-7023 

on magnesium and calcium content in the medium

Досліджуваний 
катіон

Дегідрогеназна активність (мг ТТФ/г-1 СБ·год-1)
у залежності від вмісту катіонів, мМ

0-контроль 0,25 0,50 1,00 10,00 20,00

Mg2+ 35,0+3,1 43,2+1,5 47,8+1,9 50,0+2,7 54,3+1,4 52,0+2,3

Ca2+ 31,3+1,7 40,5+2,6 50,4+1,8 57,2+4,1 61,5+1,6 57,2+4,0

При подальшому підвищенні концентрації кальцію до 0,5 і 1,0 мМ дегі-
дрогеназна активність зростала порівняно з контролем на 61 і 83%. Найвищі 
її значення були отримані за внесення в середовище 10 мM іонів кальцію. 
Подальше підвищення його концентрації в середовищі супроводжувалося 
зниженням стимулювальної дії цього катіону на дегідрогеназну активність 
B. subtilis ІМВ В-7023 (табл. 2). Подібні закономірності впливу катіонів Mg2+ 

та Ca2+ на дегідрогеназну активність мікроорганізмів характерні й для інших 
видів мікроорганізмів [6, 7].

В той же час, внесення у середовище інкубування досліджуваного штаму 
бацил катіонів тривалентного заліза (у вигляді хлориду) супроводжувалося 
зниженням дегідрогеназної активності (рис. 3). За вмісту 0,125 мкМ Fe3+ по-
казник цієї активності знижувався на 37%.

Рис. 3. Залежність дегідрогеназної активності B. subtilis ІМВ В-7023 
від вмісту в середовищі Fe3+

Fig. 3. Dehydrogenase activity dependence of B. subtilis ІМВ В-7023 
on Fe3+ content in the medium
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 Подальше підвищення концентрації даного катіону в середовищі супро-
воджувалося зниженням дегідрогеназної активності, значення якої при вмісті 
25 мкМ Fe3+ cкладало, по відношенню до контролю, лише 24%.

Таким чином, в результаті проведених досліджень було вcтановлено, що 
найвищих показників дегідрогеназна активність B. subtilis ІМВ В-7023 до-
сягає при температурі 37 оС та рН 7,0 за вмісту в інкубаційному середовищі 
10 г/л глюкози. Внесення іонів Mg2+ і Са2+ підвищує дегідрогеназну активність 
B. subtilis ІМВ В-7023, а іонів Fe3+ – навпаки, знижує її показники. Результати 
дослідження свідчать про високу чутливість дегідрогеназного комплексу B. sub-. sub-sub-
tilis ІМВ В-7023 до впливу ряду фізико-хімічних факторів середовища. Цей 
показник може використовуватися для прогнозування активності даного штаму 
в агроекосистемах за його застосування у складі комплексного бактеріального 
препарату в конкретних ґрунтово-кліматичних умовах. 
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ВЛИЯНИЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ НА 
ДЕГИДРОГЕНАЗНУЮ АКТИВНОСТЬ BACILLUS SUBTILIS 

ІМВ В-7023

Реферат

Цель. Исследование влияния некоторых физико-химических факторов на де-
гидрогеназную активность Bacillus subtilis ІМВ В-7023. Методы. Бактерии 
выращивали в условиях периодического культивирования. Дегидрогеназную 
активность оценивали по восстановлению в анаэробных условиях 2,3,5-трифе-
нилтетразолий хлорида до трифенилфор-мазана, содержание которого опреде-
ляли фотоколориметрически. Результаты. Показано, что наивысших значений 
дегидрогеназная активность достигает у данного штамма при температуре 
37 °С в среде, имеющей рН 7,0. Найболее высокие показатели дегидрогеназной 
активности были получены при содержании в ней 10 г/л глюкозы. Установле-
но, что ионы Mg2+ і Са2+ стимулировали дегидрогеназную активность Bacillus 
subtilis, а ионы Fe3+, напротив, угнетали ее. Выводы. Высокая чувствительность 
дегидрогеназного комплекса этих бактерий к физико-химическим факторам 
среды может использоваться для прогнозирования активности данного штамма 
при действии некоторых факторов среды в процессе его применения в составе 
комплексного бактериального препарата в агроэкосистемах.

К л ю ч е в ы е  с л о в а : Bacillus subtilis, физико-химические факторы, дегидро-
геназная активность.
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INFLUENCE OF PHYSICOCHEMICAL FACTORS ON 
DEHYDROGENASE ACTIVITY OF BACILLUS SUBTILIS IMB B-7023

Summary

Aim. The investigation of the influence of some physicochemical factors on dehydro-
genase activity of Bacillus subtilis IMB B-7023. Methods. The bacteria were culti-
vated in the periodic process. Dehydrogenase activity was evaluated on reduction of 
2,3,5-tetrazolium chloride to triphenilphormazane, the concentration of which was 
determined by photocolorymetrical methods. Results. It was defined that dehydroge-
nase activity reached the greatest significance in the given strain at the temperature 
of 37 °C in the media having pH 7.0. The highest indices of dehydrogenase activity 
have been obtained in the content of 10 g/l glucose in it. It was determined that ions 
of Mg2+ and Ca2+ have stimulated dehydrogenase activity of Bacillus subtilis, and ions 
of Fe3+, on the contrary, suppressed it. Сonclusion. Actual presence of high sensitive-
ness of the dehydrogenase complex of these bacteria to physicochemical factors of 
the environment can be used for making up the prognoses of the given strain activity 
under certain factors of the environment in its use as a complex bacterial preparation 
in agroecosystems.

K e y  w o r d s : Bacillus subtilis, physicochemical factors, dehydrogenase activity.
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