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Ингибирующий эффект иодмоноформазана в восстановлении 
иоднитротетразолия хлорида суспензией бактерии

Bacillus stearothermophilus в физиологическом растворе
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Изучена скорость восстановления иоднитротетразолия хлорида бактерией Bacillus stearothermophilus 
в физиологическом растворе при температуре 37 оC, оптимальной для жизнедеятельности микроорганизмов. 
Выявлено, что скорость реакции замедляется при достижении конверсии реагента 60–70 %. Выдвинуто 
предположение об ингибирующей роли в восстановлении соли тетразолия продукта реакции иодмоноформазана. 
На основании экспериментальных данных зависимости текущей концентрации иодмоноформазана от времени 
экспозиции предложена формально-кинетическая схема реакции восстановления иодмоноформазана клеточными 
донорами электронов. В соответствии со схемой продукт реакции взаимодействует с клеточными редокс-центрами 
с образованием неактивных комплексов с константами ингибирования K

i
. Диаграммным методом получено 

интегральное кинетическое уравнение, которое согласуется с экспериментальными данными. Определено численное 
значение константы ингибирования продуктом, равное (1,42 ± 0,12) . 10-5 М.

Ключевые слова: иоднитротетразолия хлорид, Bacillus stearothermophilus, кинетическая схема ингибирования 
продуктом реакции, константа ингибирования.
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Tetrazolium salts are used in monitoring the ecological state of environmental objects, especially after exposure to 
factors unfavorable to organisms: forest fires, oil spills, industrial and household pollution. The possibility of identifying 
the indicator properties of iodinitrotetrazolium chloride (INT) to assess the viability of the aerobic bacterium Bacillus 
stearothermophilus is shown. The dependence of the concentration of the iodomonoformazane (IMF) reduction product 
on the exposure time at an optimal for the vital microorganisms’ activity temperature of 37 оC was studied as a criterion 
for quantifying the bacterium reducing ability in relation to a tetrazolium salt.  The IMF concentration was determined 
spectrophotometrically at 490 nm wavelength after extraction of an aliquot of the reaction mixture with ethyl acetate. It 
was found that the reaction rate slows down when the reagent conversion reaches 60–70 %. It has been suggested that a 
decrease in the regenerative capacity of bacterial cells may be due to the IMF recovery product inhibitory effect. Forma-
zane is less polar than INT, and has a greater affinity for cellular components. This argument suggests that IMF forms 
inactive complexes with cellular reducing agents. The blocking of cellular redox centers by the reduction product may be 
the main reason for the decrease in reagent conversion over time. A formal kinetic scheme of the IMF reduction reaction 
by cellular electron donors is proposed based on experimental data on the dependence of the IMF current concentration 
on the exposure time. According to the scheme, the reaction product does not selectively interact with cellular redox 
centers to form inactive complexes with an inhibition constant K

i
. The scheme is processed by the diagram method based 
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on the quasi-equilibrium approximation of kinetic scheme analysis. The integral kinetic equation in Walker-Schmidt 
coordinates, which are widely used in enzymatic catalysis, is obtained by the diagram method. The kinetic equation 
obtained is consistent with the experimental data. The numerical value of the inhibition constant by the product equal 
to (1.42 ± 0.12) . 10-5 M was determined.

Keywords: iodonitrotetrazolium chloride, Bacillus stearothermophilus, kinetic scheme of inhibition by the reaction 
product, diagram method, inhibition constant.

Одно из главных химических свойств 
солей тетразолия – способность к мягкому 
восстановлению с раскрытием тетразолиевого 
цикла и образованием нейтральных интен-
сивно окрашенных (от вишнёво-красных до 
пурпурно-чёрных) соединений – формазанов 
[1, 2].

Впервые возможность использования 
солей тетразолия в качестве неселективных 
индикаторов дыхательной активности бак-
терий и в целом их жизнеспособности была 
доказана в работе [3]. С тех пор способность 
солей тетразолия к восстановлению клеточ-
ными ферментами микроорганизмов стала 
широко использоваться в мониторинге эко-
логического состояния объектов окружаю-
щей среды, особенно после воздействия на 
неё неблагоприятных для живых организмов 
факторов: лесных пожаров, нефтяных разли-
вов, промышленных и бытовых загрязнений 
и др. [4–7]. Тетразолиевый метод индикации 
позволяет относительно быстро получить 
информацию об уровне и типе нарушений 
природной среды естественными и техноген-
ными физическими, химическими и биологи-
ческими факторами. Однако тест-системы на 
основе солей тетразолия не всегда объективны 
вследствие реализации в микробиологических 
сообществах разных межмикробных взаимо-
действий (конкуренция, антагонизм, мутуа-
лизм, комменсализм, кометаболизм субстратов 
и т. п.). Более того, некоторые жизнеспособные 
клетки не дают отклика на индикаторную соль 
тетразолия [8–10].

Для выявления биогенных факторов, 
определяющих способность бактерий Bacillus 
subtilis��������������������������������������   , Bacillus stearothermophilus, �������Pseudo-
monas aeruginosa и Escherichia coli восста-
навливать соль тетразолия, был использован 
кинетический метод [11–13]. Установлено, что 
скорость восстановления иоднитротетразолия 
хлорида (ИНТ) (R

1
  =  C

6
H

4
I, R

2
  =  C

6
H

4
NO

2
; 

R
3
 = C

6
H

5
) суспензией бактерий в физиологи-

ческом растворе описывается кинетическим 
уравнением реакции псевдопервого порядка. 
При этом эффективные константы скорости 
восстановления ИНТ суспензией грамполо-
жительных палочковидных бактерий в 8–10 

раз превышают соответствующие величины 
при воздействии на ИНТ грамотрицательных 
бактерий. Был сделан вывод о роли строения 
клеточной стенки в скорости восстановления 
соли тетразолия [13]. В этой же работе было 
показано, что кинетическая кривая накопле-
ния йодмоноформазана (ИМФ) имеет моно-
тонно возрастающий характер, переходящий 
в плато при конверсии реагента от 55 до 85 %. 
Было высказано предположение, что на кон-
версию реагента оказывает влияние продукт 
восстановления – ИМФ.

Особенно влияние продукта проявилось 
при использовании суспензии бактерии  
B. stearothermophilus [13]. Причём при на-
чальной концентрации ИНТ, равной 5,88 · 10-5 М, 
реакция протекала до конверсии реагента 
около 98 %, а скорость восстановления удо-
влетворительно описывалась кинетическим 
уравнением реакции псевдопервого порядка. 
При увеличении исходной концентрации 
ИНТ до 20  · 10-5 М, его восстановление пре-
кращалось примерно через 1 ч экспозиции при 
конверсии всего 27 %.

Предположение об ингибирующем влия-
нии формазана на восстановление ИНТ допол-
нительных подтверждений в работах [11–13] 
не получило.

Цель настоящей работы – выявление 
кинетическими методами возможности ИМФ 
оказывать ингибирующий эффект на восста-
новление ИНТ суспензией бактерии Bacillus 
stearothermophilus в физиологическом рас-
творе.

Объекты и методы исследования

Выбор биологического объекта обусловлен 
имеющимися кинетическими результатами, 
представленными в работе [13], выявленной 
низкой конверсией реагента при исходной 
концентрации ИНТ более 8 · 10-5 М, а также 
воспроизводимостью и согласованностью по-
лученных данных при решении поставленной 
задачи с результатами работы.

В качестве тест-организмов использо-
вались бактерии Bаcillus stearothеrmophilus 
(предоставлены Всероссийской коллекци-
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ей микроорганизмов, ФИЦ ПНЦБИ РАН,  
г. Пущино Московской обл.).

Методика кинетического эксперимента 
описана в работах [11–13]. Смыв суточной 
бактериальной культуры со скошенного мя-
сопептонного агара (МПА) физиологическим 
раствором (0,9  % водный раствор хлорида 
натрия) доводили до оптической плотности 
1,00 ± 0,05 (670 нм). К 12 мл бактериальной 
суспензии в стерильных условиях добавляли 
аликвоту 1,0 мМ водного раствора соли ИНТ 
в соответствии с начальной концентрацией, 
и смесь выдерживали в термостате при тем-
пературе 37 оC. Через временные интервалы, 
равные 5–20 мин в зависимости от глубины 
протекания реакции, 5 мл анализируемой сме-
си отбирали в пробирку c B. stearothеrmophilus. 
Далее смесь экстрагировали этилацетатом, 
сушили хлоридом кальция, после фильтрова-
ния анализировали спектрофотометрически 
при длине волны 490 нм, характерной для 
продукта восстановления – иодмоноформа-
зана. Коэффициент экстинкции определяли 
по калибровочному графику. Его величина, 
равная 1,9  ·  104  л/(моль ∙   см), согласуется с 
литературными данными [2].

Текущие концентрации продукта восста-
новления ИНТ иодмоноформазана (ИМФ) 
определяли по результатам 5–6 независимых 
экспериментов, среднеквадратичная ошибка 
определения составила 10–15 %.

Спектры регистрировали на спектрофото-
метре «2802 UV/VisUnico» (United Products & 
Instruments, Inc, США). Исследования с при-
менением культуры бактерий проводили в тер-
мостате марки «ТС-1/80 СПУ» (Смоленское 
СКТБ СПУ, Россия). В работе использовали 
следующие реактивы: йоднитротетразолия 
хлорид (95  %, Aldrich), иодмоноформазан 
(crystalline, Sigma), этилацетат (ч.д.а.) в виде 
коммерческих препаратов.

Результаты и обсуждение

Для объяснения влияния продукта на ско-
рость восстановления ИНТ была предложена 
следующая кинетическая схема:

Dred + ÈÍÒ DÈÍÒ ÈÌÔ + Dox

KD k

Dred + ÈÌÔ DÈÌÔ
KP

где D
red 

и D
ox

 – восстановленная и окис-
ленная форма клеточного восстановителя, 
K

D
 – константа диссоциации промежуточного 

комплекса клеточного восстановителя и соли 

тетразолия ИНТ (DИНT), K
P
 –константа 

ингибирования продуктом, обратно пропор-
циональная константе образования комплекса 
клеточного восстановителя и продукта вос-
становления ИМФ (DИМФ), k – константа 
скорости продуктообразующей стадии.

В соответствии со схемой соль тетразолия 
образует комплекс с редокс-центром клеточ-
ного восстановителя, который впоследствии 
превращается в продукт. Нейтральный иод-
моноформазан, обладая высоким сродством 
к восстановителю, блокирует редокс-центры, 
образуя неактивный комплекс DИМФ. 

Дифференциальную форму кинетическо-
го уравнения скорости восстановления ИНТ 
клеточным донором электронов находим диа-
граммным методом:

Dred

k

DÈÌÔ

[ÈÍÒ]

KD
DÈÍÒ ÈÌÔ

[ÈÌÔ]

KP

где состояния клеточного восстановите-
ля – вершины, а линии, соединяющие вер-
шины – дуги с определёнными численными 
значениями.

В соответствии со схемой:

� �

� �

� �

� � � �

.
ÈÌÔÈÍÒ

1

ÈÍÒ
D

ÈÍÒ

PD

D

red

KK

K
k

dt

d
V

��

���

В условиях эксперимента (физиологи-
ческий раствор, т. е. отсутствие внешнего ис-
точника питания) можно предположить, что 
клеточная концентрация восстановителя по-
стоянна вследствие процессов саморегуляции 
содержания ключевых метаболитов в течение 
непродолжительного времени сохранения 
концентрации жизнеспособных клеток.

Поэтому можно ввести обозначение:

� �.Dredýô. kk �                                                  (1)

Используя обозначение (1) и выражая 
концентрацию продукта через текущую кон-
центрацию реагента

� � � � � �,ÈÍÒÈÍÒÈÌÔ 0 ��                          (2)

имеем:
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Таблица 1 / Table 1
Кинетические параметры восстановления ИНТ суспензией бактерии Bacillus stearothermophilus 

(37 оC) / Kinetic parameters of INT reduction by Bacillus stearothermophilus suspension (37 оC)

[ИНТ]
0
 = 8,82 . 10-5, M

[INТ]
0
 = 8,82 . 10-5, M

[ИНТ]
0
 = 10,30 . 10-5, M

[INТ]
0
 = 10,30 . 10-5, M

[ИНТ]
0
 = 20,40 . 10-5, M

[INТ]
0
 = 20,40 . 10-5, M

[ИМФ] . 105, М
[IMF] . 105, М

t, с
t, s

[ИМФ] . 105, М
[IMF] . 105, М

t, с
t, s

[ИМФ] . 105, М
[IMF] . 105, М

t, с
t, s

0,93 600 2,54 602 2,28 600
1,72 1200 2,92 900 3,67 1200
1,94 1801 3,83 1800 4,55 1800
2,36 2400 4,03 2400 5,26 3000
2,39 3000 4,07 3600 5,36 3600
2,53 3600 4,43 5400 5,68 4202
2,65 4201 4,54 7200 – –

– – 4,59 8400 – –

Примечание: ИНТ – иоднитротетразолия хлорид, ИМФ – иодмоноформазан. Прочерк означает, что исследования 
при данной концентрации не проводились, поскольку кинетические кривые выходили на плато.

Note: INT – iodinitrotetrazolium chloride, IMF – iodomonoformazane. A dash means that studies with this concentration 
were not conducted because the kinetic curves reached a plateau.
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После умножения числителя и знаменате-
ля полученного выражения на K

D
K

P
 получаем:

� �
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После деления числителя и знаменателя 
выражения (3) на K

p
[ИНТ] имеем:
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После разделения переменных
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                                                                           (4)

и интегрирования выражения (4) полу-
чаем:

С учётом обозначения (2) 

� �
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Полученное уравнение преобразуем в ли-
нейную зависимость в координатах
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                                                                           (5)

Кинетические данные, необходимые для 
построения линейной зависимости (5), пред-
ставлены в таблице 1.

Как видно из рисунка 1, линейная за-
висимость (5) выполняется удовлетвори-
тельно.

Следует обратить внимание, что по оси 
ординат зависимостей, представленных на 
рисунке 1, отсекается отрезок, имеющий 
отрицательное значение. Отрицательное 
значение эффективной скорости ([ИМФ]/t) 
реакции свидетельствует о значительном 
ингибировании продуктом реакции, причём 
K

P
 < K

D
.
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Рис. 1. Ингибирующее влияние продукта на скорость восстановления ИНТ (37 оС) суспензией бактерии 
Bacillus stearothermophilus при начальной концентрации ИНТ: а) 8,82 . 10-5 М, б) 10,30 . 10-5 М, 

в) 20,40 . 10-5 М / Fig. 1. Product inhibitory effect on the INT reduction rate (37 оC) by Bacillus stearother-
mophilus suspension with 8.82 . 10-5 M (a), 10.30 . 10-5 М (b), and 20.40 . 10-5 М (c) INT initial concentration
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Рис. 2. Определение константы ингибирования продуктом реакции восстановления 
ИНТ суспензией бактерии Bacillus stearothermophilus в физиологическом растворе 

Fig. 2. Determination of the inhibition constant by the product of the 
INT reduction reaction by Bacillus stearothermophilus suspension in a saline solution
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Разделив единицу на левую и правую ча-
сти выражения (6), получаем уравнение пря-
мой линии в координатах � � )ÈÍÒ(/1 0fL �  , 
которое удовлетворительно согласуется с экс-
периментальными данными (рис. 2):
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Как следует из графических зависимостей, 
представленных в качестве примера на рисун-
ках 1 и 2, действительно, ИМФ оказывает ин-
гибирующее действие на восстановление ИНТ 
суспензией бактерии B. stearothermophilus с 
константой ингибирования, равной 1,40 · 10-5 
М (рис. 2).

Среднее значение К
Р
, определённое по 

результатам пяти экспериментальных серий, 
равно (1,42 ± 0,12) · 10-5 М.

Заключение

Установлено, что при высоких концен-
трациях ИНТ (более 8,0  · 10-5 М, восстанов-
ление соли тетразолия суспензированны-
ми в физиологическом растворе клетками  
B. stearothermophilus ингибируется иодмоно-

формазаном. Предложена кинетическая схема 
ингибирования реакции продуктом. Инте-
гральным методом получено кинетическое 
уравнение ингибирования продуктом, которое 
представляет собой линейную зависимость в ко-
ординатах � � � �

� � � �

).
ÈÌÔÈÍÒ

ÈÍÒ
ln

1
(

ÈÌÔ

0

0

�

�

t
f

t

Найдено численное значение кон-
станты ингибирования продуктом, равное 
(1,42 ± 0,12) · 10-5 М.

Полученные результаты могут быть ис-
пользованы в экологических исследованиях 
для оценки уровня биохимической актив-
ности в водных и почвенных объектах, а 
также для разработки биосенсоров и методов 
контроля экологического загрязнения. Фак-
торы влияния клеточной стенки бактерий, 
а также процессов метаболизма на скорость 
восстановления необходимо учитывать при 
проведении экологического исследования ме-
тодом визуализации отклика бактерий на соли 
тетразолия. Изменение цвета соли тетразолия 
в начальный момент времени исследования 
может привести к неправильному выводу 
об отсутствии в исследуемом объекте жиз-
неспособных грамотрицательных бактерий, 
поскольку их отклик на ИНТ существенно 
медленнее, чем грамположительных бактерий. 
Также выявленный ингибирующий эффект 
продукта восстановления – моноформазана, 
может быть использован при разработке пре-
паратов с бактерицидным действием.
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