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АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ КСЕНОБИОТИКОВ НА РОСТОВУЮ  
И БИОХИМИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ КЛЕТОК БАКТЕРИЙ

The purpose of work was the analysis of growth and biochemical activity of cells at pres 
ence of xenobiotic as which of inorganic substances salts of heavy metals were used, from or 
ganic -  guanidine derivatives. The growth estimation and biochemical activity of cells was car­
ried out by spectrophotometry method on two lengths of waves of supervision. It was shown that 
application of light absorption and scattering may be used for simultaneous studying of physio­
logical and biochemical activities of microorganisms under influence of xenobiotics. Biochemi­
cal activity eventually changes more quickly, than growth, therefore its use will allow to reduce 
time of the analysis in 2-3 times.

Введение. В настоящее время для подав­
ления роста нежелательной микрофлоры ис­
пользуются различные биоцидные вещества. 
Они применяются в сельском хозяйстве для 
предупреждения порчи сырья, в пищевой 
промышленности для защиты продуктов пи­
тания от негативного влияния микроорга­
низмов в процессе производства, в различ­
ных защитных покрытиях. Они играют важ­
ную роль в обеспечении экологической 
безопасности окружающей среды и подавле­
нии потенциально патогенных и эпидемио­
логически опасных микроорганизмов, со­
держащихся в сточных водах медицинских 
учреждений [1-3].

Одним из перспективных классов биоцид­
ных препаратов являются полигуанидины. Они 
проявляют бактерицидное, фунгицидное, вири- 
цидное действие по отношению ко многим па­
тогенным микроорганизмам и их спорам. В от­
личие от хлорсодержащих дезинфектантов, по­
лигуанидины малотоксичны для человека и 
животных, не агрессивны ко всем видам мате­
риалов и длительное время сохраняют антисеп­
тические свойства [3,4].

Практическое применение антимикроб­
ных веществ требует проведения большого 
количества анализов для проверки их эффек­
тивности. Для этого должны использоваться 
простые и эффективные экспресс-методы 
контроля действия данных веществ на росто­
вую и биохимическую активность клеток 
микроорганизмов. Метод оценки мутности 
является одним из удобных, быстрых и дос­
тупных способов контроля численности мик­
роорганизмов в водных средах и оценки их 
морфологических характеристик [5]. Изуче­
ние изменения мутности водных сред исполь­
зовалось также для характеристики внешних 
воздействий на микроорганизмы [6].

Основным показателем жизнеспособно­
сти и состояния микроорганизмов является 
способность клеток к размножению . Но в 
ряде случаев клетки могут терять свойство 
размножаться, сохраняя биохимическую 
активность и ж изнеспособность. В этом

случае наряду с ростовой активностью мим 
роорганизмов требуется оценивать и ни 
биохимическую активность.

Целью работы являлся анализ ростовой и 
биохимической активности клеток микроорт 
низмов в присутствии ксенобиотиков.

Основная часть. В качестве неоргани'и 
ских ксенобиотиков служили соли тяжелых мс 
таллов (х. ч.): Сб(СНзСОО)2, CuS< 1
РЬ(СНзСОО)2, из органических ксенобиотиков 
использовали производные гуанидинов: поли 
гексаметиленгуанидин гидрохлорид, ф о сф т . 
цитрат, синтезированные в институте химии 
новых материалов НАН Беларуси.

В работе использовали чистые культуры 
клеток бактерий: Pseudomonas aeruginosa. 
Clostridium, Bacillus micoides, Bacillus subtilis и t 
коллекции кафедры биотехнологии и биоэколо­
гии БГТУ.

Суточные культуры анализируемых б акте 
рий разводили в физиологическом растворе 
(ФР) и высевали последние разведения на чаш­
ки с агаризованной питательной средой. Бак­
терии культивировали в течение 3 сут при 
температуре 30°С и затем подсчитывали кон­
центрации клеток [7].

Для приготовления рабочей суспензии 
клеток суточную культуру разводили в 100 
раз и оставляли в термостате при 30°С на 2 ч, 
для перевода микроорганизмов в логарифми­
ческую фазу роста. Затем суспензию клеток 
использовали для изучения влияния на них 
ксенобиотиков.

Оценку ростовой и биохимической актив­
ности клеток бактерий проводили спектрофо­
тометрическим методом на двух длинах волн 
наблюдения. Измерения проводили в образцах 
объемом 3 мл, содержащих по 1 мл суспензии 
клеток, раствора ксенобиотика и раствора кра­
сителя метиленового синего (МС). Спектры 
поглощения и мутности измеряли на спектро­
фотометре СФ-16 в диапазоне длин волн от 370 
до 750 нм.

Результаты измерений обрабатывали стати­
стически, используя программное обеспечение 
Microsoft Excel.

216



На рис. 1 представлены спектры поглоще­
ния и мутности красителя МС и суспензии кле­
ток бактерий Bacillus subtilis.

Рис. 1. Спектры поглощения: I -  красителя 
метиленового синего; 2 -  суспензии клеток бактерий 

Bacillus subtilis
Как видно из рис. 1, в области длин волн 

400-750 нм отсутствуют видимые полосы по­
глощения и регистрируемое изменение опти­
ческой плотности клеточных суспензий от 
длины волны характеризуется светорассеива- 
нием клеток.

В спектре поглощения красителя наблю­
дается полоса с максимумом 660 нм, обу­
словленная поглощением мономерной фор­
мы МС, и плечо с максимумом 540 нм, ко­
торое относится, по-видимому, к димерной 
форме красителя. В области длин волн 400- 
500 нм наблюдается минимум полосы по­
глощения красителя.

На длинах волн от 730 нм и выше поглоще­
ние красителя не влияет на светорассеяние кле­
ток, и эта область может быть использована для 
наблюдения за изменением численности мик­
роорганизмов.

Для установления связи между числен­
ностью микроорганизмов и оптической 
плотностью суспензии клеток на длине вол­
ны 730 нм (D730) проводили культивирова­
ние бактерий рода Clostridium  в ПБ при 
температуре 30°С. П ериодически через каж­
дые 30 мин измеряли D730 и параллельно 
отбирали по 0,1 мл суспензии клеток, из ко­
торых делали разведения и высевали на 
плотную агаризованную  среду с последую ­
щим подсчетом количества выросших коло­
ний клеток.

На рис. 2, 3 приведены кинетические зави­
симости изменения численности клеток бакте­
рий рода Clostridium и оптической плотности 
среды D730 при культивировании микроорга­
низмов в ПБ.

Рис. 2. Кинетика изменения численности 
микроорганизмов Clostridium при культивировании 
клеток в ПБ при Т = 30°С (по данным метода отбора 

и посева клеток на поверхность 
питательного агара)

Рис. 3. Кинетика изменения оптической плотности 
D73o суспензии клеток Clostridium 

при культивировании микроорганизмов 
в ПБ при Т= 30°С

Как видно из приведенных на рис. 2, 3 дан­
ных, изменение количества клеток, полученное 
методом посева микроорганизмов на агаризо­
ванную питательную среду, хорошо коррели­
рует с данными по изменению светорассеива- 
ния клеток. Это позволяет использовать рас­
смотренный показатель для наблюдения за рос­
товой активностью микроорганизмов. При этом 
длительность измерений ростовой активности 
клеток уменьшается с нескольких суток до не­
скольких часов и значительно снижается тру­
доемкость анализов.

Скорость размножения клеток характеризо­
вали удельной константой скорости изменения 
мутности среды (/с):

к - d r  /  (г • dt), 

где г -  мутность среды.
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На рис. 4 приведены результаты изучения 
зависимости ростовой активности популяции 
клеток от времени их культивирования в ПБ. 
Как видно из рис. 4, зависимость D730 от време­
ни носит нелинейный характер. В течение 1,0 ч 
клетки адаптировались к питательной среде, 
поэтому численность их не нарастала, а затем 
наблюдался переход популяции в экспоненци­
альную фазу роста. Это позволило в соответст­
вии с приведенным выше уравнением рассчи­
тать значения удельной константы скорости 
роста мутности среды с микроорганизмами в 
ПБ и при введении солей тяжелых металлов.

Рис. 4. Изменение светорассеяния суспензии клеток 
на длине волны 730 нм в зависимости от времени 

культивирования микроорганизмов в ПБ:
1 -  Pseudomonas aeruginosa; 2 — Clostridium

В табл. 1 приведены значения, полученные 
в опытах без ксенобиотиков и при добавлении в 
исследуемые суспензии ионов кадмия в кон­
центрации 2 • КГ6 М. В присутствии тяжелых 
металлов удельная ростовая активность клеток 
снизилась в 2-5 раз по сравнению с контроль­
ными образцами.

Как видно из табл. 1, спорообразующие 
бактерии рода Clostridium обладали наиболь­
шей ростовой активностью и высокой чувстви­
тельностью к ионам кадмия.

Таблица 1
Изменение удельной константы скорости роста 

мутности среды с микроорганизмами 
в присутствии ионов Cd2+

Микроорганизмы Cl
0 2 ■ lO^M

Bacillus
micoides 0,32 ±0,15 0,06 ± 0,02

Clostridium 0,43 ±0,10 0,09 ± 0,02
Pseudomonas
aeruginosa 0,23 ± 0,05 0,12 ±0,03

Для изучения влияния ксенобиотиков на 
биохимическую активность микроорганизмов 
использовали способность клеток восстанавли­
вать окисленную форму красителя МС в кон­
центрации 0,001%, введенного в суспензию 
микроорганизмов.

О скорости восстановления МС можно су­
дить по уменьшению оптической плотности в 
максимуме полосы поглощения красителя на 
длине волны 660 нм, учитывая влияние свето- 
рассеивания клеток.

Оптическая плотность среды на длине вол­
ны 660 нм определяется суперпозицией опти­
ческой плотности, связанной с поглощением 
света красителем, и оптической плотности, ха­
рактеризующейся рассеиванием света на клет­
ках микроорганизмов. Поэтому для наблюде­
ния за поглощением света МС в среде с микро­
организмами необходимо учитывать влияние 
эффекта светорассеивания клеток на спектр 
поглощения красителя.

В данной работе использовали один из спо­
собов устранения влияния мутности среды на 
спектры поглощения хромофоров, предложен­
ный в [5].

На рис. 5 приведены результаты анализа 
биохимической активности изученных микро­
организмов с учетом поправок на светорассеи- 
вание клеток.

Рис. 5. Изменение оптической плотности суспензии 
клеток (N= 106 кл./мл) с красителем МС на длине 

волны 660 нм для клеток:
1 -  Pseudomonas aeruginosa-, 2 -  Clostridium

Как видно из полученных данных (рис. 5), 
обесцвечивание красителя отмечается после 
30 мин адаптации клеток к новым условиям сре­
ды, в то время как ростовая активность микро­
организмов еще не регистрируется (см. рис. 4).
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Наибольшую скорость обесцвечивания красите­
ля проявляли клетки бактерий рода Clostridium.

Так как редуктазная активность микроорга­
низмов отражает состояние их энергетического 
метаболизма, то более быстрое восстановление 
красителя клетками бактерий Clostridium может 
указывать на их повышенную дыхательную ак­
тивность и лучшую способность накапливать 
энергию по сравнению с другими изученными 
микроорганизмами. На рис. 6, 7 представлены 
результаты анализа влияния водного раствора 
очищенной формы гидрохлорида ПГМГ на от­
носительные значения оптической плотности 
(D/Do)730 и (D/Do>66o суспензии бактерий рода 
Clostridium. Изменение показателей (D/D0)73o и 
(D/D0)660 характеризует соответственно росто­
вую и биохимическую активности клеток.

Рис. 6. Зависимость относительной оптической 
плотности (D/D0)66o суспензии бактерий рода 

Clostridium от времени культивирования клеток 
при концентрациях ПГМГ-НС1, %:

/ - 0 ;  2 -0,01; 3-0 ,03 . 7’=30°С

Как видно из рис. 6, в контрольном образце 
значение оптической плотности (D/D0)660 пада­
ет, что указывает на обесцвечивание красителя 
МС ферментами биохимически активных кле­
ток. При добавлении в среду очищенной фор- 
мыгидрохлорида ПГМГ в концентрации 0,01% 
оптическая плотность падает значительно мед­
леннее, т. е. биохимическая активность клеток

подавляется. При концентрации ПГМГ-НС1 
0,03% клетки бактерий полностью теряют ме­
таболическую активность, что указывает на 
бактерицидный характер действия данных кон­
центраций ПГМГ-НС1.

То же можно сказать и о ростовой актив­
ности клеток (рис. 7). С увеличением кон­
центрации биоцидного вещества наблюдает­
ся уменьшение изменения оптической плот­
ности (D/Dobo- При концентрации биоцида 
в среде 0,03% рост клеток полностью пре­
кращается.

Рис. 7. Зависимость относительной оптической 
плотности (D/Dobo суспензии бактерий рода 

Clostridium от времени культивирования клеток 
при концентрациях ПГМГ-НС1, %:

7 - 0 ;  2 -0,01; 3-0 ,03 . Т= 30°С

В табл. 2 представлена характеристика от­
носительной скорости обесцвечивания краси­
теля в среде при добавлении биоцидов в кон­
центрации 0,03%. Численные значения относи­
тельной скорости обесцвечивания находили как 
тангенс угла наклона логарифмических кривых 
зависимости (D/D0)66o от времени. Как видно из 
полученных данных, при добавлении полигуа­
нидинов биохимическая активность клеток 
бактерий значительно снижается по сравнению 
с опытом без биоцидов.

Таблица 2
Характеристика относительной скорости обесцвечивания красителя МС 

микрооорганизмами в присутствии ксенобиотиков

Биоциды

Относительная скорость 
обесцвечивания красителя МС 

V, ч'1
Е. со И /53 Clostridium В. subtilis

Контроль -0,18 -0,11 -0,06
СсГ - -0,0002 -0,0001
Цитрат ПГМГ -0,0003 -0,006 -0,0005
Г идрохлорид ПГМГ - -0,0025 -
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Заключение. При сравнительном анализе росто­
вой и биохимической активности микроорганизмов 
(рис. 6, 7) видно, что редуктазная активность клеток 
изменяется быстрее, чем их ростовая активность. В 
случае оценки действия ксенобиотиков на микроор­
ганизмы это позволяет сократить длительность анали­
за в 2-3 раза, а также выявлять жизнеспособные клет­
ки, потерявшие способность размножаться.
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