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ПРОДУКЦІЯ СИДЕРОФОРІВ БАКТЕРІЯМИ РОДУ 
PSEUDOMONAS

Мета. Вивчення рівня синтезу сидерофорів бактеріями роду Pseudomonas та 
впливу на нього іонів заліза (ІІІ). Методи. Здатність до утворення сидерофорів 
у штамів P. аeruginosa (ONU 300, ONU 301, ONU 302), P. fluorescens ONU 303 та 
P. aureofaciens (ONU 304, ONU 305, ONU 306) вивчали з використанням CAS-агару. 
Інтенсивність росту та продукції піовердинових біохелаторів досліджуваних 
культур у рідкому варіанті середовища Кінга визначали, відповідно, при довжи-
нах хвиль 660 нм та 400 нм з використанням хром-азурола S. Результати. За 
інтенсивністю накопичення сидерофорів різні штами одного виду відрізнялися 
один від одного. Найбільш активна продукція сидерофорів спостерігалася у 
представників P. aeruginosa та P. fluorescens. Додаткове внесення іонів заліза (ІІІ) 
супроводжувалося змінами кількості клітин та інтенсивності накопичення ними 
сидерофорів. Додавання заліза у середовище культивування псевдомонад призвело 
до підвищення кількості клітин у суспензії. Проте, концентрація сидерофорів, що 
утворювались даними мікроорганізмами, за присутності 30 мкг/мл іонів заліза 
(ІІІ) зменшилась у 2–7 разів, а при 1000 мкг/мл – синтез досліджуваних сполук 
більшістю штамів псевдомонад практично повністю припинився. Висновок. 
Присутність у поживному середовищі іонів заліза (ІІІ) у концентрації 30 та 
1000 мкг/мл гальмує накопичення сидерофорів бактеріями роду Pseudomonas. 

Ключові  слова: сидерофори, Pseudomonas spp., піовердини, Fe3+.

За присутності кисню у довкіллі доступність вільного заліза значно обме-
жена через низьку розчинність його гідроксидів. Але бактерії та гриби змогли 
створити специфічну систему, що дозволяє ефективно вилучати іони даного 
метала з навколишнього середовища и транспортувати їх усередину клітини. 
Основою даної системи є залізохелатуючі агенти – сидерофори. Це низькомо-
лекулярні сполуки (як правило, менше 1 кДа), які діють як ентеросорбенти з 
високим ступенем спорідненості до Fe (III). Доведено, що за структурою та 
властивостями сидерофори є досить різноманітними речовинами. Єдиним для 
всіх подібних сполук є той факт, що індукція їхньої продукції мікроорганізмами 
відбувається при зменшенні внутрішньоклітинного вмісту заліза до 10-6 М, яке 
використовується як кофактор ферментів [10, 13]. 

Бактерії роду Pseudomonas, які вже давно привертають увагу як продуценти 
широкого спектра біологічно активних речовин, синтезують понад 100 різних 
видів сидерофорів, серед яких є первинні флуоресцентні сидерофори, т.зв. пі-
овердинові похідні. Більшість з них представляють собою молекули, до складу 
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яких входить короткий пептид, зв’язаний одним кінцем з діоксіхіноліновим 
ядром – 2,3-діаміно-6,7-діоксіхоліном [12]. Вони є унікальними сполуками 
з надзвичайно високою хелатною іоноздатністю (константа зв’язування Fe3+ 
у цих комплексах досягає 1025 при рН 7,0), що утворюються тільки даними 
мікроорганізмами [4]. 

Значну кількість випадків антагоністичних взаємовідносин, у яких беруть 
участь Pseudomonas spp., визначає продукція саме піовердинових сидерофорів: 
за цим шляхом, наприклад, відбувається пригнічення ризосферними псевдо-
монадами ґрунтових фітопатогенів [3, 14]. На даний час розроблено техноло-
гію отримання деяких біопрепаратів, до складу яких входять сидерофори, що 
застосовуються у сільському господарстві [11].

Показано, що сидерофори бактерій роду Pseudomonas здатні утворюва-
ти комплекси з іонами одно- (Hg+, Cu+, Cs+), дво- (Zn2+, Ni2+, Co2+, Cu2+, Cd2+, 
Mn2+), трьох- (Al3+, Cr3+) та шестивалентних (Mo6+, W6+) металів. Отже, існує 
можливість їх використання не тільки у агробіотехнологічному комплексі, а й 
для біоремедіації різних середовищ [7]. 

Метою даної роботи було вивчення рівня синтезу сидерофорів представ-
никами роду Pseudomonas та впливу на нього іонів заліза (ІІІ).

Матеріали та методи 
У роботі використовували штами бактерій роду Рseudomonas: Pseudomonas 

aureofaciens (ONU 304, ONU 305, ONU 306), Р. fluorescens ONU 303, ізо-ONU 303, ізо- 303, ізо-
льовані з ризосфери рослин, та P. aeruginosa (ONU 300 = ATCC 15692, 
ONU 301 = ATCC 27853, ONU 302 = ATCC 10145), отримані з музею культур 
кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології ОНУ імені І.І. Мечникова. 

Визначення сидерофорів проводили з використанням добових культур до-
сліджуваних мікроорганізмів, які отримували згідно з [1]. Бактерії P. aureofaciens 
та Р. fluorescens вирощували за температури 22 оС, P. aeruginosa – за 37 оС. 

Якісне визначення сидерофорів здійснювали за допомогою хром- азурола 
S, на основі якого готували CAS-агар (сhrome azurol S-blue agar) [6]. Бактерії, 
що виробляли сидерофори, змінювали колір CAS-агару. 

Для визначення кількості сидерофорів, що утворюються досліджувани-
ми бактеріями, вихідні суспензії клітин їх стандартизували до концентрації 
1011 кл/ мл та 0,01 мл відповідної суспензії вносили у 0,99 мл середовища Кінга 
із різними вмістами іонів заліза, перемішували та культивували до початку ста-
ціонарної фази росту бактерій у стерильних полістиролових планшетах. Після 
того осаджували центрифугуванням при 322 g впродовж 25 хв. Визначення 
концентрації сидерофорів проводили у супернатанті поживного середовища 
кожного з обраних штамів псевдомонад через 48 год культивування за [9]. 
Концентрацію клітин у суспензіях досліджуваних культур бактерій визначали 
спектрофотометрично («Spekol-10», Німеччина) [1].

Усі досліди проводили у 6 повторах. При порівняльному аналізі результатів 
досліджень використовувався t-критерій Стьюдента. Достовірною вважалася 
різниця при показнику p ≤ 0,05. 
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Результати та їх обговорення
Використання у роботі CAS-агару – «блакитного агару», який змінює за-

барвлення через зв’язування хелатуючими агентами іонів заліза у його складі, 
дозволило визначити здатність різних досліджуваних псевдомонад утворювати 
сидерофори. Хром-азурол S є сполукою, що утворює специфічний комплекс 
блакитного кольору із залізом, яке входить до складу цього середовища. Мікро-
організми, продукуючи сидерофори (більш специфічні хелатори Fe3+), виклика-
ють перекомплексування та вивільнення хром-азуролу S, що супроводжується 
зміною забарвлення середовища з блакитного на жовто-гарячковий. 

Найбільш інтенсивне пожовтіння середовища було зафіксовано для штамів, 
що належать до виду P. aeruginosa (ONU 300, ONU 301, ONU 302), та представ-ONU 300, ONU 301, ONU 302), та представ- 300, ONU 301, ONU 302), та представ-ONU 301, ONU 302), та представ- 301, ONU 302), та представ-ONU 302), та представ- 302), та представ-
ників ризосферних мікроорганізмів P. aureofaciens ONU 304 та Р. fluorescens 
ONU 303. 

З даних літератури відомо, що найбільш інтенсивна продукція різних вто-
ринних метаболітів, зокрема сидерофорів, відбувається у культурах, які пере-
ходять у стаціонарну фазу росту [1]. Отже, на наступному етапі досліджень 
було проведено спостереження за ростом культур у рідкому середовищі Кінга, 
аналог якого використовується для ідентифікації, культивування та визначення 
здатності до синтезу пігментів у представників родини Pseudomonadaceae [10] 
(рис. 1). 

Рис. 1. Динаміка росту Pseudomonas spp. у рідкому поживному середовищі

Fig. 1. Dynamics of Pseudomonas spp. growth in liquid nutrient medium
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В роботі було зафіксовано, що між 48 та 60 годинами рівень оптичної 
щільності суспензій практично не змінювався, що свідчить про уповільнення 
процесу розмноження мікроорганізмів та настання стаціонарної фази росту 
цих культур у використаному середовищі. 

Визначення вмісту сидерофорів, які утворюються бактеріями у стаціо-
нарній фазі росту, у подальшому проводили через 48 годин культивування 
мікроорганізмів. 

Рис. 2. Вихідний рівень продукції сидерофорів  
досліджуваними штамами псевдомонад

Fig. 2. The basic siderophore production by the studied Pseudomonas strains

Встановлено, що через 48 год. культивування найбільше первинних сидеро-
форів синтезує штам P. fluorescens ONU 303 – до 16,5 мкМ / 109 кл. Дещо менше 
(на 2,5–4,5 мкМ / 109 кл) досліджуваних сполук виявлено для представників 
виду P. aeruginosa. Серед P. aureofaciens найбільшу кількість сидерофорів про-
дукував штам ONU 304 (10,0 мкМ / 109 кл), тоді як два інших – лише 7,4–7,6 
мкМ / 109 кл у суспензії. Отже, за інтенсивністю накопичення первинних си-
дерофорів представники різних видів псевдомонад суттєво відрізнялись один 
від одного. 

Створення біопрепаратів з використанням ризосферних мікроорганізмів 
починається з визначення їх синтетичного потенціалу, зокрема продукції 
сидерофорів, за різних умов культивування. Це дозволяє оцінити перспектив-
ність їх використання у ґрунтах різних типів та з різним вмістом заліза, тобто 
встановити «універсальність» майбутнього мікробіологічного препарату [8]. 

В роботі було проведено визначення впливу двох концентрацій Fe3+ 
(30 мкг/ мл, що відповідає вмісту заліза у чорноземі, та 1000 мкг/мл – гранично 
допустима концентрація сполук даного елементу [2]) на ріст досліджуваних 
культур та синтез ними сидерофорів (табл.). 
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Таблиця
Синтез сидерофорів досліджуваними штамами псевдомонад  

за присутності іонів заліза (ІІІ)

Table
Siderophore synthesis by the studied Pseudomonas strains 

in the iron ion (III) presence 

Штам

Контроль без Fe(III) 30 мкг Fe(III)/мл 1000 мкг Fe(III)/мл

Концентрація 
клітин, 
•109/мл 

Сидеро-
фори, 
мкМ / 
109 кл

Концентрація 
клітин,
 •109/мл

Сидеро-
фори, 
мкМ / 
109 кл

Концентрація 
клітин, 
•109/мл

Сидеро-
фори, 

мкМ / 109 
кл

P. aeruginosa 
ONU 300 4,5±0,2 13,2±0,4 5,9±0,2* 8,2±0,3** 12,6±0,4# 0,0##

P. aeruginosa 
ONU 301 4,3±0,3 13,0±0,4 7,7±0,3* 4,3±0,2** 12,0±0,4# 0,0##

P. aeruginosa 
ONU 302 4,8±0,2 12,1±0,2 10,0±0,3* 4,2±0,1** 12,2±0,3# 0,1±0,02##

P. fluorescens 
ONU 303 2,6±0,2 16,5±0,3 9,0±0,3* 1,2±0,1** 12,2±0,4# 0,1±0,01##

P. aureofaciens 
ONU 304 1,5±0,1 9,9±0,1 4,2±0,1* 2,0±0,2** 7,3±0,1# 0,3±0,1##

P. aureofaciens 
ONU 305 1,8±0,1 7,6±0,2 5,1±0,2* 1,7±0,1** 8,0±0,2# 0,2±0,01##

P. aureofaciens 
ONU 306 1,5±0,1 7,4±0,2 5,0±0,1* 2,1±0,2** 7,7±0,3# 0,2±0,01##

Примітка: * або ** – різниця вірогідна у порівнянні з відповідними значеннями, отриманими 
у поживному середовищі без внесення сполук заліза (при P<0,05); # або ## – різниця вірогідна 
у порівнянні зі значеннями, отриманими у середовищі з 30 мкг/мл Fe3+ (при P<0,05).

Наявність іонів заліза (ІІІ) виявляли на зміни як кількості клітин, так й 
інтенсивності утворення ними сидерофорів. 

Встановлено, що присутність в середовищі Fe3+ у 1,3–5,0 разів збільшує 
концентрацію досліджуваних бактерій. Найбільший стимулюючий вплив три-
валентне заліза здійснювало у концентрації 1000 мкг/мл на штами P. fluorescens 
та P. аureofaciens. Очевидно, залізо, приймаючи участь у значній кількості 
внутрішньоклітинних процесів (наприклад, транспорті кисню, синтезі АТФ 
[5]) та входячи до складу такого ферменту, як рибонуклетид редуктаза, що є 
ключовим у синтезі ДНК, та цитохромів у системі переносу електронів, акти-
візує ріст бактерій роду Pseudomonas.

Для продукції сидерофорів спостерігалась зворотна тенденція – додаткове 
внесення у поживне середовище Fe3+ викликало пригнічення продукції цих 
сполук. При цьому, за присутності 30 мкг/мл іонів заліза (ІІІ) концентрація 
сидерофорів, що утворювались даними мікроорганізмами, зменшилась у 2–7 
разів. Найбільшу різницю (у більш ніж 10 разів, порівнюючи з вихідним рівнем 
продукції сидерофорів) було зафіксовано для штаму P. fluorescens ONU 303. 
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Порядок розміщення досліджуваних культур від найбільшого до найслабшо-
го продуцента сидерофорів виявився наступним: P. aeruginosa ONU 300 > 
P. aeruginosa ONU 301 > P. aeruginosa ONU 302 > P. aureofaciens ONU 306 > 
P. aureofaciens ONU 304 > P. aureofaciens ONU 305 > P. fluorescens ONU 303. 

При збільшення вмісту заліза (ІІІ) у середовищі, де відбувалось культи-
вування псевдомонад, до 1000 мкг/мл встановлено повне припинення синтезу 
сидерофорів. Для штамів P. aeruginosa ONU 300 та ONU 301 взагалі не було 
виявлено досліджуваних сполук. Найвища кількість сидерофорів за цієї концен-
трації Fe3+, продукувалася штамами P. aureofaciens, дещо менша – культурою 
P. fluorescens. 

Отже, значне зниження кількості досліджуваних сполук відбулось, оче-
видно, через підвищення вмісту заліза (ІІІ) у поживному середовищі, яке 
спричинило, очевидно, пригнічення синтезу сидерофорів у псевдомонад через 
зв’язування з Fur-протеїном, який репресує транскрипцію генів, що кодують 
специфічні σ-фактори синтезу піовердинів [8].

Таким чином, порівнюючи ріст бактеріальних культур та накопичення ними 
піовердинових сидерофорів, було визначено, що на тлі підвищення біомаси 
досліджуваних мікроорганізмів їхня здатність продукувати біохелатори, які 
забезпечують використання у метаболічних процесах клітин іонів заліза (ІІІ), 
суттєво пригнічується під час зростання його концентрації у навколишньому 
середовищі. Отже, при подальшому дослідженні продукції сидерофорів серед 
мікроорганізмів роду Pseudomonas необхідно враховувати специфічність даного 
процесу, що дозволить визначати можливість використання окремих штамів 
для створення біологічних препаратів.
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ПРОДУКЦИЯ СИДЕРОФОРОВ БАКТЕРИЯМИ РОДА 
PSEUDOMONAS

Реферат

Цель. Исследование уровня синтеза сидерофоров бактериями рода Pseudomonas. 
Методы. Способность к образованию сидерофоров среди штаммов P. аeruginosa 
(ONU 300, ONU 301, ONU 302), P. fluorescens ONU 303 и P. aureofaciens (ONU 
304, ONU 305, ONU 306) изучали с использованием CAS-агара. Интенсивность 
роста и продукции пиовердиновых биохелаторов исследуемых культур в жидком 
варианте среды Кинга определяли соответственно при длинах волн 660 нм и 
400 нм с использованием хром-азурола S. Результаты. По интенсивности нако-
пления сидерофоров представители разных штаммов одного вида отличались 
один от другого. Наиболее активная продукция сидерофоров наблюдалась среди 
культур P. aeruginosa и P. fluorescens. Дополнительно внесенные ионы железа 
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(ІІІ) определили изменения количества клеток и интенсивности образования ими 
сидерофоров. Внесение железа в среду, в которой происходило культивирования 
псевдомонад, привело к повышению количества клеток в суспензии. Однако, кон-
центрация сидерофоров, которые синтезируются данными микроорганизмами, в 
присутствии 30 мкг/мл ионов железа (ІІІ) уменьшилась в 2–7 раз, а при 1000 мкг/
мл – синтез исследуемых соединений большинством штаммов псевдомонад 
практически полностью прекратился. Выводы. Присутствие в питательной 
среде ионов железа (ІІІ) в концентрации 30 и 1000 мкг/мл тормозит накопление 
сидерофоров бактериями рода Pseudomonas.

Ключевые слова: сидерофоры, Pseudomonas spp., пиовердины, Fe3+.
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THE SIDEROPHORE PRODUCTION BY PSEUDOMONAS BACTERIA

Summary

Aim. The study of the siderophore synthesis by Pseudomonas genus bacteria. Meth-
ods. The siderophore production ability of P. aeruginosa (ONU 300, ONU 301, ONU 
302), P. fluorescens ONU 303 and P. aureofaciens (ONU 304, ONU 305, ONU 306) 
strains was studied by using of CAS-agar. The intensity of growth and pyoverdin 
biochelator production of the studied cultures in liquid King medium variant was 
determined, respectively, at the wavelengths of 660 nm and 400 nm with using of 
chrome-azurols. Results. According to the intensity of siderophore accumulation 
by the representatives of different strains the same species distinguished from each 
other. The most active siderophore production was observed among P. aeruginosa and 
P. fluorescens cultures. The iron ions (III) that were additionally added resulted the 
changes both the cell quantity and siderophore synthesis intensity. Adding iron to the 
medium in which Pseudomonas cultured, was resulting in increased cell number in 
suspension. However, concentration of siderophores, which are synthesized by these 
microorganisms, in the presence of 30 µg/ml of iron (III) decreased by 2–7 fold, and 
at 1000 µg/ml – synthesis of tested compounds by most Pseudomonas strains practi- µg/ml – synthesis of tested compounds by most Pseudomonas strains practi-µg/ml – synthesis of tested compounds by most Pseudomonas strains practi-
cally completely ceased. Conclusions. Presence of iron ions (III) in nutrient medium 
at concentration 30 and 1000 µg/ml slowed down the accumulation of siderophores 
by bacteria of Pseudomonas genus.

Key words: siderophores, Pseudomonas spp., pyoverdins, Fe3+. 
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