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Процеси ліпопероксидації у клітинах Chlorobium limicola IMB K-8  
за впливу купрум (ІІ) сульфату  

Т.Б. Сегін, С.О. Гнатуш, М.Б. Горішний8 

Львівський національний університет імені Івана Франка, Львів, Україна  

Досліджено вплив купрум (ІІ) сульфату на інтенсивність процесів перекисного окиснення ліпідів у клітинах Chlorobium 
limicola IMB K-8. Від додавання солі металу в інкубаційне середовище вміст первинних продуктів перекисного окиснення ліпідів 
змінювався залежно від тривалості культивування бактерій і концентрації солі металу в інкубаційному середовищі. Максимальний 
вміст гідропероксидів ліпідів спостерігали на шосту добу культивування мікроорганізмів. На сьому та восьму добу він значно 
знижувався. За внесення купрум (ІІ) сульфату вміст гідропероксидів ліпідів зростав, порівняно з контрольним зразком за впливу 
усіх досліджуваних концентрацій. Вміст дієнових кон’югатів (ДК) у клітинах Ch. limicola IMB K-8 найвищим був на шосту добу 
культивування, зі збільшенням тривалості культивування вміст цих продуктів у клітинах бактерій знижувався. За внесення купрум 
(ІІ) сульфату у концентраціях 0,05–0,25 мМ вміст ДК зростав, а за впливу 0,5 мМ – знижувався. За збільшення тривалості культи-
вування мікроорганізмів вміст ДК знижувався. Вміст ТБК-активних продуктів за впливу купрум (ІІ) сульфату змінювався залежно 
від часу культивування та концентрації металу. Максимальний вміст ТБК-активних продуктів спостерігали на восьму добу куль-
тивування за концентрації металу 0,125 мМ.  

Ключові слова: перекисне окиснення ліпідів; зелені сіркобактерії; дієнові кон’югати; гідропероксиди ліпідів; малоновий діальдегід  

The processes of lipid peroxidation in the cells of Chlorobium limicola IMV K-8  
under the influence of copper (II) sulphate  

T.B. Segin, S.О. Hnatush, M.B. Gorishniy  

Ivan Franko National University of Lviv, Lviv, Ukraine  

The effect of stressors, including heavy metal ions such as Cu2+, promotes activation of free radical processes in the cells of 
microorganisms, which causes changes in their physiological and biochemical properties and the structure of bacterial membranes. The aim 
of this work was to assess the influence of copper (II) sulphate on intensity of lipid peroxidation (LPO) of Chlorobium limicola IMV K-8 by 
measuring the content of primary (conjugated dienes and lipid hydroperoxides) and secondary lipid peroxidation products (TBA-reactive 
products). Microorganisms were cultivated at a temperature of 28 °C in GSB cultivation medium with exposure to light of wavelength 700–
800 nm and intensity 40 lux. A suspension of C. limicola ІМV К-8 cells in the phase of exponential growth was treated for one hour with 
metal salt solution in concentrations 0.05–0.50 mM for investigation of the influence of copper (II) sulphate on its physiological and 
biochemical properties. The control samples did not contain any copper (II) sulphate. Biomass was determined by turbidity of diluted cell 
suspension by application of photoelectric colorimeter KFK-3. A mixture of n-heptane and isopropyl alcohol was added into cell-free extract 
for conjugated dienes determination. The samples were incubated at room temperature and centrifuged. Water was added into the 
supernatant and the samples were stirred. Ethanol was added to the heptanes phase and adsorption was measured at 233 nm. The content of 
lipid hydroperoxides was determined by a method based on protein precipitation by trichloroacetic acid followed by addition of ammonium 
thiocyanate. The concentration of TBA-reactive products in the cell-free extracts was determined by color reaction with malondialdehyde 
and thiobarbituric acid exposed to high temperature and acidity of the medium, which causes formation of trimetinic adduct with maximal 
absorption at 532 nm. It was shown that when CuSO4 was added to the incubation medium the content of conjugated dienes and lipid 
hydroperoxides increased with the enhancement of salt concentration. However, its value decreased by the seventh and eighth days of 
cultivation. The content of TBA-reactive products under the influence of copper (II) sulphate varied depending on the duration of cultivation 
and concentration of the metal. Its highest quantity was observed on the eighth day of cultivation. Thus it was determined that under the 
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influence of CuSO4 the content of conjugated dienes, lipid hydroperoxides and TBA-reactive products increases. This indicates the increased 
activity of lipid peroxidation processes and the free radical chain reaction damage mechanism to lipids under these conditions.  

Keywords: lipid peroxidation; green sulphur bacteria; conjugated dienes; lipid hydroperoxides; malondialdehyde  

Вступ  

Стрес, незалежно від його походження, ініціює процеси 
перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ), що є основною при-
чиною пошкодження клітинних мембран (Halliwell et al., 
1989; Kolisnyk et al., 2009). За впливу стресових чинників, 
зокрема, солей важких металів, у клітинах мікро- та 
макроорганізмів активуються вільнорадикальні процеси, 
внаслідок чого змінюються фізіолого-біохімічні властиво-
сті та порушується структура мембран (Lushhak et al., 2006; 
Bobyliov et al., 2014; Brygadyrenko and Ivanyshyn, 2015; 
Segin and Hnatush, 2015; Tsvetkova et al., 2016). Активні 
форми кисню, що утворюються у процесах ПОЛ, виявля-
ють цитотоксичну дію, впливають на регуляцію процесу 
поділу клітин та ліпідні компоненти біомембран (Dubinina, 
2006). Основні продукти ПОЛ поділяють на первинні та 
вторинні. Первинні продукти ПОЛ, до яких належать 
дієнові кон’югати (ДК), утворюються у результаті окис-
нення поліненасичених вищих жирних кислот на стадії 
утворення вільних радикалів. Поява ДК свідчить про утво-
рення вільних радикалів, а отже, і про вільнорадикальний 
механізм окиснення поліненасичених жирних кислот, та 
водночас слугує сигналом до утворення гідропероксидів 
(Marnett, 1999; Gueraud et al., 2010; Maslovs’ka and Hnatush, 
2014; Segin and Hnatush, 2015).  

Вторинні продукти вільнорадикального окиснення 
ліпідів утворюються у результаті деструкції гідро-
перекисів поліненасичених жирних кислот, продукуючи 
значну кількість малонового діальдегіду (МДА) та 
кетонів (Baraboj, 1989; Golovchak et al., 2012; Maslovs’ka 
and Hnatush, 2014). МДА – біфункціональний альдегід, 
здатний утворювати шиффові основи з аміногрупами 
білка, виступаючи як зшивальний агент. У результаті 
окиснення утворюються нерозчинні білок-ліпідні ком-
плекси, що мають назву пігментів зношення або 
ліпофусцинів (Gueraud et al., 2010; Ryl’s’kyj, 2010). Та-
ким чином, вміст МДА – показник активності окисню-
вальних процесів, зумовлених кисневими радикалами.  

Іони важких металів впливають на інтенсивність ПОЛ 
у Desulfuromonas acetoxidans (Papanikolaou and 
Pantopoulos, 2005; Maslovs’ka and Hnatush, 2014), проте 
відсутні відомості при вплив іонів Cu2+ на ПОЛ у клітинах 
зелених сіркобактерій. З огляду на те, що іони купруму 
найтоксичніші для бактерій роду Chlorobium (Kushkevych 
and Hnatush, 2010), визначено мету статті – з’ясувати 
вплив купрум (ІІ) сульфату на інтенсивність процесів 
ПОЛ Chlorobium limicola IMB K-8 за вмістом первинних і 
вторинних продуктів перекисного окиснення ліпідів.  

Матеріал і методи досліджень  

Для досліджень використовували бактерії 
Chlorobium limicola ІМВ К-8, виділені та ідентифіковані 
на кафедрі мікробіології ЛНУ ім. Івана Франка. Штам 
задепонований і зберігається в Українській колекції 
мікроорганізмів Інституту мікробіології та вірусології 
імені Д.К. Заболотного НАН України.  

Мікроорганізми вирощували за температури +28 °C 
у середовищі GSB такого складу (г/л): KH2PO4 – 0,3, 
NH4Cl – 0,34, KCl – 0,34, CaCl2 × 2H2O – 0,15, MgSO4 × 
7H2O – 0,5. Після автоклавування додавали (мл/л): 10% 
розчин NaHCO3 – 15, 10% розчин натрій ацетату – 10, 
10% розчин натрій пірувату – 10, 1 M розчин Na2S × 
9H2O – 2,5, розчин вітаміну В12 (2 мг/мл) – 0,1, розчин 
мікроелементів – 1 (Gudz’ et al., 2011). Культуру вирощу-
вали на світлі з довжиною хвилі 700–800 нм інтенсивні-
стю 40 лк (Kushkevych and Hnatush, 2010). Для дослід-
ження впливу купрум (ІІ) сульфату на фізіолого-біохі-
мічні властивості бактерій Ch. limicola ІМВ К-8 суспензію 
клітин бактерій з експоненціальної фази росту обробляли 
упродовж однієї години розчином солі металу у концен-
траціях 0,05–0,5 мМ. У зразки, що слугували контролем, 
купрум (ІІ) сульфат не вносили. Біомасу у розведеній 
суспензії клітин визначали турбідиметрично за допомо-
гою фотоелектроколориметра КФК-3 (Gudz’ et al., 2014).  

Після шести, семи та восьми діб культивування, 
біомасу осаджували центрифугуванням за 3 000 g упро-
довж однієї години. Клітини відмивали 50 мМ трис-HCl 
буфером (рН 7,0), ресуспендували в охолодженому 
50 мМ трис-HCl буфері (рН 7,5) із додаванням 10–5 М 
етилендіамінтетраоцтової кислоти та 10–5 М фенілметил-
сульфонілфториду та використовували для отримання 
безклітинних екстрактів, які одержували руйнуванням 
клітин на ультразвуковому гомогенізаторі УЗДН-2Т за 
22 кГц 5 хв і температури 0 °С. Уламки клітин відділяли 
центрифугуванням за 8 000 g і температури 4 °С упро-
довж 30 хв на центрифузі ЦР-2. Концентрацію білків у 
безклітинних екстрактах визначали методом Лоурі 
(Lowry et al., 1951).  

Як маркери первинних продуктів ПОЛ визначали 
дієнові кон’югати та гідропероксиди ліпідів, вторинних 
продуктів – ТБК-активні продукти (ТБКАП). Для визна-
чення вмісту дієнових кон’югатів до 0,2 мл безклітинного 
екстракту додавали 1,8 мл суміші н-гептану та ізопро-
пропанолу у співвідношенні 1 : 1. Струшували та інкубу-
вали за кімнатної температури упродовж 30 хв. Після чо-
го центрифугували за 1 500 g 10 хв. Супернатант 
відбирали у пробірки, до яких попередньо вносили 0,1 мл 
води. Суміш енергійно струшували. До гептанової фази 
(0,5 мл) додавали 2 мл етанолу та вимірювали абсорбцію 
за λ = 233 нм проти контролю, що містив 0,5 мл н-гептану 
та 2 мл етанолу. Концентрацію дієнових кон’югатів у 
зразку визначали, застосовуючи коефіцієнт молярної 
екстинції 28 000 М–1·см–1 (Golovchak et al., 2012). Вміст 
гідропероксидів ліпідів визначали методом, що ґрунту-
ється на осадженні протеїну трихлороцтовою кислотою з 
наступним внесенням у середовище амоній тіоціанату. Із 
цією метою до 0,2 мл безклітинного екстракту додавали 
2,8 мл етанолу та 0,05 мл 50% розчину трихлороцтової 
кислоти та струшували упродовж 5 хв. Центрифугували 
за 2 500 g 5 хв. Відбирали 1,5 мл супернатанту і до нього 
додавали 1,2 мл етанолу, 0,02 мл концентрованої HCl, 
0,03 мл 1% розчину солі Мора в 3% розчині HCl, струшу-
вали та через 30 с додавали 2 мл 20% розчину амоній 
тіоціанату. Абсорбцію вимірювали за λ = 480 нм. Вміст 
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гідропероксидів ліпідів визначали за різницею між дослід-
ним зразком і контролем, у який замість безклітинного 
екстракту додавали відповідну кількість бідистильованої 
води. Концентрацію гідропероксидів ліпідів виражали в 
умовних одиницях на 1 г білка (умов. од./г білка) (Olek-
sjuk and Janovych, 2010). Концентрацію ТБК-активних 
продуктів у безклітинних екстрактах визначали за допо-
могою кольорової реакції малонового діальдегіду (МДА) 
з тіобарбітуровою кислотою (ТБК) за умов високої тем-
ператури та кислого рН середовища, що спричиняє утво-
рення триметинового комплексу, котрий містить одну 
молекулу МДА та дві молекули ТБК (Oleksjuk and 
Janovych, 2010). Для визначення вмісту ТБКАП до 0,4 мл 
безклітинного екстракту додавали 3 мл 10 мМ K-Na фос-
фатного буферу, приготовленого на 125 мМ KCl (рН = 
7,4) та 0,5 мл 1 мМ KMnO4. Для індукції ПОЛ двічі з 
інтервалом у 10 хв додавали 125 мкл 10 мМ FeSO4. 
Реакцію зупиняли за допомогою трихлороцтової кислоти 
та центрифугували за 1 500 g 10 хв. До 2 мл супернатанту 
додавали 0,5 мл 1 н HCl, 1 мл 0,7 мМ ТБК та інкубували 
на водяній бані за температури +95…+100 °С протягом 
20 хв. У контрольний зразок замість супернатанту дода-
вали воду. Після швидкого охолодження додавали 3 мл 

бутанолу, суміш інтенсивно перемішували та центрифу-
гували у попередньому режимі. Вимірювали екстинцію у 
верхньому бутаноловому шарі (λ = 532 нм), застосовуючи 
коефіцієнт молярного поглинання 156 000 М–1 см–1 
(Golovchak et al., 2012).  

Cтатистичний аналіз отриманих даних проводили із 
застосуванням загальноприйнятих методів статистики. 
Усі дані представлені як середнє (М) ± стандартна похи-
бка (SE). Критерій Стьюдента застосовували для аналізу 
різниці даних між групами. Різниця з величиною Р < 
0,05 вважалася достовірною.  

Результати та їх обговорення 

Для дослідження впливу купрум (ІІ) сульфату на 
інтенсивність процесів перекисного окиснення ліпідів 
зелених сіркобактерій C. limicola ІМВ K-8 підібрано 
концентрації металу, які інгібують ріст мікроорганізмів 
на 70%. Досліджено вплив купрум (ІІ) сульфату в 
концентраціях 0,05–0,50 мМ на ріст C. limicola ІМВ K-8 
упродовж восьми діб культивування (рис. 1).  
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Рис. 1. Нагромадження біомаси бактеріями C. limicola ІМВ К-8 за впливу купрум (ІІ) сульфату  

Внесення купрум (ІІ) сульфату в концентраціях 0,05–
0,10 мМ не спричиняло інгібування росту культури. За до-
давання CuSO4 в концентрації 0,125 мМ до середовища 
інкубації на сьому добу культивування нагромадження 
біомаси знижувалося на 27% порівняно з контролем. 
Зі збільшенням концентрації солі металу нагромадження 
біомаси бактерій знижувалося. Внесення 0,25 мМ купрум 
(ІІ) сульфату спричиняло інгібування росту бактерій на 
63%, а 0,50 мМ – на 70% на сьому добу культивування.  

Наявність іонів купруму у середовищі культивування 
бактерій спричиняє нагромадження у клітинах токсич-
них продуктів ліпопероксидації: гідропероксидів ліпідів, 
дієнових кон’югатів.  

Вміст дієнових кон’югатів у клітинах бактерій C. li-
micola ІМВ К-8, інкубованих у середовищі без купрум 
(ІІ) сульфату змінювався, залежно від часу культивуван-
ня (рис. 2). Найвищий вміст ДК спостерігали на шосту 
добу культивування. Зі збільшенням тривалості вирощу-
вання бактерій вміст дієнових кон’югатів у безклітинних 
екстрактах знижувався. Внесення солі металу в інкуба-
ційне середовище зумовлювало зростання вмісту дієно-

вих кон’югатів у безклітинних екстрактах фотосинтезу-
вальних зелених бактерій, порівняно з контролем.  

Максимальний вміст дієнових кон’югатів на шосту 
добу культивування спостерігали за внесення солі мета-
лу в концентраціях 0,125–0,25 мМ. За подальшого збіль-
шення вмісту СuSO4 до 0,5 мМ вміст досліджуваних 
сполук у безклітинних екстрактах знижувався. На сьому 
добу культивування вміст дієнових кон’югатів у клітинах 
C. limicola ІМВ К-8 за впливу 0,05–0,25 мМ купрум (ІІ) 
сульфату залишався на рівні 0,42–0,50 мМоль/мг білка. 
Додавання 0,50 мМ солі металу зумовлювало зниження 
вмісту дієнових кон’югатів на сьому та восьму добу 
порівняно з умістом цих сполук у безклітинних екстрак-
тах бактерій, вирощених за впливу 0,05–0,25 мМ солі ме-
талу. За внесення 0,10, 0,125 та 0,25 мМ купрум (ІІ) суль-
фату в інкубаційне середовище на восьму добу культиву-
вання спостерігали зростання вмісту дієнових кон’югатів 
відповідно на 57, 50 та 25% порівняно з контролем.  

Вміст гідропероксидів ліпідів у безклітинних екстрак-
тах C. limicola ІМВ К-8, інкубованих у середовищі без куп-
рум (ІІ) сульфату, зменшувався зі збільшенням тривалості 
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культивування. Найвищий їх уміст спостерігали на шосту 
добу культивування. Внесення купрум (ІІ) сульфату в 
інкубаційне середовище зумовлювало зростання вмісту 
гідропероксидів ліпідів порівняно з контролем (рис. 3). 
Вміст гідропероксидів ліпідів у безклітинних екстрактах 

бактерій збільшувався зі зростанням концентрації солі 
металу. Внесення купрум (ІІ) сульфату в інкубаційне се-
редовище у концентрації 0,50 мМ на шосту добу вирощу-
вання бактерій спричинило зростання вмісту гідроперок-
сидів ліпідів удвічі порівняно з контролем.  
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Рис. 2. Вміст дієнових кон’югатів у безклітинних екстрактах C. limicola ІМВ К-8 за впливу купрум (ІІ) сульфату:  
* – P < 0,05, ** – P < 0,01 вірогідні зміни порівняно з контролем; n = 3  
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Рис. 3. Вміст гідропероксидів ліпідів у безклітинних екстрактах C. limicola ІМВ К-8  
за впливу купрум (ІІ) сульфату: * – P < 0,05, ** – P < 0,01 вірогідні зміни порівняно з контролем; n = 3  

Вміст гідропероксидів ліпідів у клітинах бактерій на 
восьму добу культивування за впливу всіх досліджуваних 
концентрацій купрум (ІІ) сульфату, окрім 0,50 мМ солі 
металу в інкубаційному середовищі, практично не зміню-
вався. Отже, нагромадження у C. limicola ІМВ К-8 знач-
них кількостей ДК і ГПЛ бактерій за впливу купрум (ІІ) 
сульфату свідчить про вільнорадикальний механізм пош-
кодження ліпідів мембран. Вміст ТБК-активних продук-
тів у безклітинних екстрактах бактерій, інкубованих у 

середовищі без купрум (ІІ) сульфату, зменшувався зі 
збільшенням тривалості культивування (рис. 4). Внесення 
СuSO4 в інкубаційне середовище зумовлювало зростання 
вмісту ТБКАП порівняно з контрольним зразком.  

Найвищий вміст ТБКАП спостерігали на восьму добу 
вирощування за дії солі металу концентрацією 0,125 мМ 
(488 мкМоль/мг білка), що більше в 4,2 раза за контроль-
ний показник. За вищих концентрацій СuSO4 вміст 
ТБКАП знижувався до 222 мкМоль/мг білка за концен-
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трації 0,50 мМ відповідно. Згідно з даними літератури 
(Kompanec’ and Ostapchenko, 2013), слід враховувати, що 
МДА, як і інші продукти ПОЛ, є високореактивним і мо-
же реагувати з амінами (наприклад, залишками лізину у 
складі білків) з утворенням основ Шиффа. Проте у біоло-
гічних зразках із високим вмістом білка вміст вільного 

МДА може бути низьким, тому що аддукти основ Шиффа 
не реагують із ТБК. Однак динаміка накопичення ТБКАП 
у бактерій C. limicola ІМВ К-8 за впливу купрум (ІІ) суль-
фату різна. Можливо, це наслідок дії протилежно спрямо-
ваних про- та антиоксидантних процесів у клітинах бакте-
рій, які віддзеркалюють адаптивні можливості клітини.  
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Рис. 4. Вміст ТБКАП у безклітинних екстрактах C. limicola ІМВ К-8 за впливу купрум сульфату:  
* – P < 0,05, ** – P < 0,01 вірогідні зміни порівняно з контролем; n = 3  

Активування процесів перекисного окиснення 
ліпідів, унаслідок чого накопичуються первинні та ВТО-
ринні продукти ПОЛ, критичне для цілісності функціо-
нування клітини та її компартментів, оскільки відбува-
ється переважно в мембранах (Maslovs’ka and Hnatush, 
2014). Продукти ліпопероксидації мембранотоксичні. 
Вони деформують мембрани клітин і можуть пошкод-
жувати транспортні системи (Golovchak et al., 2012), у 
результаті вони накопичують продукти, здатні інактиву-
вати мембранні ферменти, порушувати білок-ліпідні взає-
модії у мембранах, утворювати молекулярні зшивки, 
змінювати в’язкість ліпідної фракції (Kompanec’ and 
Ostapchenko, 2013).  

Висновки  

У разі додавання купрум (ІІ) сульфату в концентрації 
0,05–0,50 мМ до інкубаційного середовища активується 
перекисне окиснення ліпідів у клітинах C. limicola ІМВ  
К-8. Підвищення вмісту гідропероксидів ліпідів, дієнових 
кон’югатів та ТБК-активних продуктів за впливу різних 
концентрацій купрум (ІІ) сульфату свідчить про підви-
щення активності процесів ліпопероксидації та вільно-
радикальний механізм пошкодження ліпідів.  
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