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Наведено експериментальні дані з вивчення процесу редукції токсичного хромату 
дріжджовими культурами неконвенційних дріжджів Pichia guilliermondii та 
Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia rhodozyma). Проаналізовано динаміку росту 
клітин у присутності хромату, позаклітинної редукції Cr(VI) та біохелатування 
Cr(III) органічними компонентами, які виділяють клітини дріжджів у культуральну 
рідину (КР). Розроблено деякі методичні підходи для концентрування та фракціону-
вання Cr(III)-біокомплексів і характеристики їхніх складових. 
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Неконвенційні дріжджі – важливі модельні еукаріотичні мікроорганізми в дос-
лідженні молекулярних механізмів життєвих процесів і водночас перспективні біо-
технологічні об’єкти. На відміну від пекарських дріжджів, вони менш вивчені в 
генетичному та біохемічному аспекті, проте часто мають унікальні метаболічні 
властивості (здатність до засвоєння нетипових органічних субстратів і надсинтезу 
низки практично важливих біологічно активних сполук, наявність особливих фер-
ментів, адаптація до багатьох токсичних сполук і здатність до їхньої детоксикації). 
Доступність методів класичного мутагенезу, генно-інженерних маніпуляцій, мож-
ливість модифікацій метаболічних шляхів клітин дріжджів дає змогу сконструюва-
ти нові штами дріжджів із модифікованими фізіолого-біохемічними характеристи-
ками, цінними для мікробіологічного виробництва та інших галузей народного 
господарства. 

Хром – важливий мікроелемент (у формі CrІІІ) і водночас токсичний фактор 
довкілля (особливо у формі хроматів і дихроматів, де ступінь окислення хрому 
дорівнює +6). Тривалентний хром (у кількості 50–200 мкг на добу) потрібний для 
нормального розвитку людей і тварин завдяки участі в метаболізмі глюкози, хо-



ПОЗАКЛІТИННА РЕДУКЦІЯ ХРОМАТУ ФЛАВІНОГЕННИМИ ТА КАРОТИНОСИНТЕЗУЮЧИМИ ...      273 

 

лестеролу та жирів. Виділено так званий фактор толерантності до глюкози – біо-
комплекс хрому [1], дефіцит якого в організмі призводить до появи симптомів діа-
бету і серцево-судинних порушень. Вважають, що ця субстанція модулює актив-
ність комплексу інсулін-інсуліновий рецептор, зокрема, в 7 разів активує кіназу 
інсулінового рецептора [2]. 

Екологічні проблеми стосовно хрому, здебільшого пов’язані з застосуванням 
хроматів, які можуть викликати рак та інші захворювання. Детальні механізми 
токсичної дії хромату досі не відомі, проте, без сумніву, вони пов’язані з високим 
редокс-потенціалом цього аніона, легкістю входження в клітини за посередництва 
високоафінних транспортерів сульфат-аніона та можливістю генерації в процесі 
клітинного відновлення Cr(VI) проміжних реакційноздатних сполук Cr(V). 

Хромати/біхромати є основними сполуками хрому у валентному стані VI, які 
широко використовують у багатьох галузях промисловості. Завдяки високій ток-
сичності і канцерогенності хромати дуже небезпечні для навколишнього середови-
ща і здоров’я людини [3], тому актуальною проблемою є розробка ефективних ме-
тодів детоксикації сполук хрому(VI) і біоремедіації промислових стоків. На відмі-
ну від сполук хрому з вищою валентністю, похідні Cr(III) не є такими токсичними 
[4], і завдяки їхній обмеженій розчинності та біосорбції легко усуваються хімічни-
ми та мікробіологічними методами. Досі залишається нерозв’язаною проблемa 
усунення хроматів із середовищ довкілля або ж відновлення їх до Cr(III). Очевид-
но, що найпридатнішими для такої цілі можуть бути мікробні системи, проте 
сьогодні ще недостатньо досліджено генетичні та біохемічні аспекти метаболізму 
хромату. Відомо, що аніони хромату транспортуються у мікробні клітини сульфат-
специфічними пермеазами і можуть відновлюватись до сполук Cr(III) клітинними 
редукуючими системами, які охоплюють ферментативні та неферментативні шля-
хи. Найпотужнішими неферментативними відновниками хроматів є аскорбінова 
кислота, глутатіон і цистеїн [5].  

Відновлення хромату бактеріями достатньо вивчено [6]. Воно відбувається різ-
ними ферментативними шляхами і функціонує за аеробних [7] і анаеробних [8, 9] 
умов. Для еукаріотичних мікроорганізмів, насамперед дріжджів, дані про хромат-
редукуючі системи досить скупі і загалом невідомо, яка система – ферментативна 
чи неферментативна, внутрішньоклітинна чи позаклітинна відіграє головну роль у 
процесах детоксикації хромату.  

У наших попередніх працях показано, що деякі дріжджі – пекарські та некон-
венційні флавіногенні дріжджі Pichia guilliermondi - відіграють важливу роль у де-
токсикації хромату шляхом позаклітинної редукції: Cr(VI) → Cr(V) → Cr(III) із 
утворенням двох типів стабільних Cr(III)-біохелатованих комплексів [10, 11].  

Обидві форми Cr(V) та Cr(III) було зареєстровано методом ЕПР-спектроскопії в 
культуральній рідині дріжджів P. guilliermondii, інкубованих у присутності 1 мM 
хромату [12]. Нещодавно ми з’ясували, що неконвенційні каротиносинтезуючі 
дріжджі Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia rhodozyma) також мають здатність 
редукувати хромат позаклітинно [13]. Мета нашої праці – вивчити процес редукції 
Cr(VI) дріжджовими культурами неконвенційних дріжджів зокрема, P. rhodozyma, 
які є перспективним джерелом каротиноїдів, а також можуть слугувати селен- та 
хром-вмісною кормовою добавкою (біодобавкою). Проаналізовано динаміку росту 
клітин, позаклітинної редукції хромату та біохелатування Cr(III) органічними ком-
понентами, які виділяють клітини дріжджів у культуральну рідину (КР). Розробле-
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но деякі методичні підходи для концентрування і фракціонування Cr(III)-біоком-
плексів та характеристики їх складових. 

Матеріали та методи. Об’єктами дослідження слугували: штам «дикого» типу 
дріжджів X. dendrorhous (P. rhodozyma) NRRL Y-10921 і штам флавіногенних 
дріжджів P. guilliermondii АТСС (L2) з колекції мікроорганізмів Інституту біології 
клітини НАН України й отримані нами мутанти дріжджів P. rhodozyma, стійкі до 
селеніту натрію (штами sit) [14].  

Дріжджі вирощували в колбах Ерленмейера на роторному шейкері при 
250 об./хв, температурі 22 °С – для P. rhodozyma і 30 °С – для P. guilliermondii в се-
редовищі такого складу (г/л): КН2РО4 – 1; MgSO4×7H2O – 0,5; (NH4)2SO4 – 2; 
CaCl2×2H2O – 0,1; дріжджовий екстракт – 1 або 2; сахароза – 20; біотин – 1×10–6. 

В експериментах використовували клітини в експоненційній фазі росту (перша 
доба). До суспензії клітин з концентрацією 0,3 – 0,5 мг/мл додавали стерильний 
розчин хромату калію і проводили інкубацію за відповідних температур і аерації. 
Біомасу визначали за оптичною густиною клітинної суспензії при довжині хвилі 
540 нм з наступним перерахунком на абсолютно суху біомасу клітин відповідно до 
калібрувального графіка.  

Вміст залишкового хромату в культуральній рідині (КР) під час інкубації 
дріжджових клітин з хроматом визначали колориметрично дифенілкарбазидним 
методом [15]. 

Вміст доступного („вільного”) Cr(III) в КР визначали розробленим нами мето-
дом за використання хромазуролу S [10]. 

Для визначення вмісту загального хрому, поглинутого клітинами, та Cr(III), 
зв’язаного в позаклітинній рідині в міцні комплекси продуктами секреції клітин, 
аліквоти відмитих клітин або КР мінералізували за використання пергідролю в 
кислому середовищі. Після мінералізації концентрацію Cr(ІІI) визначали із вико-
ристанням хромазуролу S [16]. 

Для концентрування Cr(III)-комплексів, які утворювались в КР під час інкуба-
ції клітин дріжджів із хроматом, розроблено метод кріоконцентрування: КР у ци-
ліндричній посудині з якомога більшим відношенням висоти до діаметра (подібно 
до хроматографічної колонки), заморожували при – 25 °С. Під час замерзання зе-
ленi зони, що мiстили Cr(III)-комплекси, концентрувались зверху та знизу посуди-
ни. Для отримання концентрованого матерiалу посудину фiксували у штативi при 
кiмнатнiй температурi строго вертикально i збирали фракцiї в пробiрки при посту-
повому розморожуваннi. Фракцiї аналiзували на вмiст доступного та хелатованого 
хрому.  

Фракціонування концентрованих Cr(III)-комплексiв проводили за допомогою 
тонкошарової хроматографії (ТШХ) на пластинах 200×200 мм Silufol UV 254 (Ava-
lier, Чехія). Аліквоту 0,1 мл із найбільш концентрованої фракції наносили на ниж-
ню частину пластини, попередньо промитої водою, і проводили висхідну ТШХ у 
воді. Після закінчення хроматографії пластину висушували, різали по висотi на 
дев’ять рівних частин, сорбент із кожної смужки збирали та ділили на дві рівні 
порції. Одну порцію сорбенту з кожної смужки мінералізували та визначали в ній 
концентрацію хрому; другу порцію аналізували електрофоретично в поліакрил-
амідному гелі (ПААГ). 

Для електрофоретичного (ЕФ) аналізу біоматеріалу порцію силуфольного сор-
бенту поміщали в пластикову мініпробірку, додавали рівний об’єм 10 % розчину 
натрію додецилсульфату (SDS) в 20 мМ Тріс-НСІ буфері, рН 6,8, що містив дитіо-
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треїтол (5 мМ). Суміш прогрівали 5 хв при 100 °С. ЕФ проводили за денатуруючих 
умов в 12,5 % ПААГ за Леммлі. Гелеві пластини фарбували Кумасі R-250. 

Усі досліди повторювали тричі, а виміри – у 3-х паралелях. 
Досліджували чутливість дріжджів P. rhodozyma до хромату порівняно з добре 

вивченими за цією ознакою дріжджами P. guilliermondi L2 [11]. На рис. 1 зображе-
но кінетику росту дріжджів обох видів у присутності 0,6 мМ Cr(VI). Ростова пове-
дінка обох культур подібна: клітини метаболізують хромат, і в міру його утилізації 
збільшується концентрація клітин. Однак у P. rhodozyma приріст біомаси спостері-
гали тільки після тривалої затримки. Лише на 3 добу, коли в культуральній рідині 
(КР) залишається третина хромату, починається інтенсивний ріст культури. У 
дріжджів P. guilliermondi L2 обидва процеси – метаболізм хромату та активний 
ріст – починаються практично на першу добу без лаг-періоду. 

  
Рис. 1. Динаміка росту і вміст залишкового хромату в культуральній рідині при культиву-
ванні дріжджів P. guillermondii L2 (а) та P. rhodozyma NRRL Y-10921 (б) в сахарозному 

середовищі (2 %) у присутності 0,6 мМ хромату  
 
Для вивчення механізмів біоредукції хромату клітинами дріжджів важливим 

інструментом можуть слугувати мутанти з модифікованою резистентністю/чутли-
вістю до цього токсичного аніона. Щоб посилити редукційний детоксикаційний 
потенціал астаксантин-синтезуючих дріжджів, ми провели селекцію селеніт-резис-
тентних мутантів P. rhodozyma [14]. Виділені спонтанні селеніт-резистентні мутан-
ти протестували на стійкість до хромату і виявили різні ступені чутливості до цьо-
го структурного аналога селеніту. Два штами, відібрані для цієї роботи, суттєво 
відрізнялися за рівнем селенітної резистентності: sit11 толерував 30 мМ селеніт, а 
sit14 витримував лише 6 мМ рівень цього аніона в агаризованому середовищі. Зга-
дані мутанти водночас виявляли протилежний фенотип щодо чутливості Cr(VI): 
sit11 був чутливим, а sit14 – стійким до хромату на твердих середовищах [13]. 
Отримані мутанти використали як моделі для дослідження особливостей біоасимі-
ляції оксіаніонів металів, зокрема, для вивчення біохемічної природи хроматовід-
новних процесів і створення дріжджових клітинних систем, потенційно придатних 
для детоксикації хроматів/дихроматів у довкіллі, а також отримання Cr(III)-вміс-
них біокомплексiв фармакологічного значення.  

На рис. 2 показанo результати дослідження хромат-детоксикаційної активності 
штамів із різною резистентністю до селеніту – sit11 та sit14. Як видно з рис. 2, при 
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інкубації клітин дріжджів P. rhodozyma вихідного та мутантних штамів у рідких 
середовищах у присутності 0,2 мМ хромату виявлено обернену кореляцію ознак 
резистентності мутантів до хромату і селеніту: менш резистентний до селеніту му-
тант sit14 ріс у присутності хромату на рівні вихідного штаму, тоді як більш резис-
тентний до селеніту мутант sit11 починав рости в середовищі в присутності хрома-
ту тільки після дводобового лаг-періоду, коли рівень залишкового Cr(VI) падав 
практично до нуля.  

 
Рис. 2. Динаміка росту і позаклітинної редукції хромату дріжджами P. rhodozyma NRRL Y-

10921 та їхніми мутантами sit11, sit14 при інкубації з 0,2 мМ хромату  
 
У попередніх дослідженнях ми з’ясували, що неконвенційні флавіногенні 

дріжджі P. guilliermondii [10, 11], а також каротиносинтезуючі дріжджі P. Rhodozy-
ma володіють здатністю редукувати хромат позаклітинно, з утворенням стабільних 
Cr(III)-біокомплексів [13]. Тому ми поставили за мету дослідити різні форми про-
дуктів метаболізму хромату в КР обох sit-мутантів P. rhodozyma та здатність клі-
тин до акумуляції хрому (див. рис. 3, табл.).  

Заслуговує уваги факт, що клітини дріжджів P. rhodozyma, а особливо чутливий 
до хромату мутант sit11, поглинають у 2–8 разів більше хрому порівняно з дріжд-
жами P. guilliermondii L2 (табл.). Можливо, ця ознака якоюсь мірою зумовлює 
підвищену чутливість до хромату мутанта sit11. При нижчій (0,2 мМ) концентрації 
хромату (дані не наведено) профілі вмісту проміжних продуктів метаболізму – 
вільного та хелатованого Cr(III) – відрізнялися незначно у досліджених штамів. Як 
видно з рис. 3 та табл., при інкубації в присутності 0,9 мМ хромату в КР мутанта 
P. rhodozyma залишалось утричі більше Cr(VI) та вільної форми Cr(III), а 
хелатованої форми хрому (як різниці між вмістом хрому після мінералізації та 
сумою вільних форм Cr) утворювалось значно менше порівняно з дослідом за 
використання 0,2 мМ хромату. 
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Рис 3. Співвідношення різних форм хрому, виявлених у КР, після інкубації селеніт-резис-
тентних мутантів дріжджів P. rhodozyma sit11 і sit14 (0,3 мг/мл) з різними концентраціями 
хромату: 0,2 мМ, протягом 4 діб (а) та 0,9 мМ, протягом 5 діб (б). 1 – біомаса, мг/мл; 2 – 
залишковий Cr(VI), мМ; 3 – вільний Cr(III), мМ; 4 – Cr після мінералізації КР, мМ; 5 – 

хелатований Cr, мм. 
 

Таблиця 
Баланс різних форм хрому, виявлених у КР і клітинах після 5-добової інкубації дріжджів P. 

rhodozyma та P. guillermondii L2 у присутності хромату (0,9 мМ та 1 мМ, відповідно). 

Хром, визначений 
після мінералізації **Сумарний хром 

у клітинах Дріжджі 
Біо-
маса, 
мг/мл в КР, 

мМ мкмоль 
/мг *мМ 

мМ 
% 
від 

вихідного 
P. rhodozyma NRRL Y-10921 3,00 0,708 0,050 0,150 0,858 95 
P. rhodozyma sit11 0,75 0,721 0,112 0,084 0,805 89 
P. rhodozyma sit14 5,00 0,650 0,033 0,165 0,815 91 
P. guillermondii L2 6,94 0,890 0,014 0,097 0,987 99 
*Із врахуванням концентрації клітин (мг/мл). 
**Сумарний хром у культурі – сума вмісту хрому, визначеного після мінералізації КР і 
клітин. 

 
Для детального дослідження Cr(III)-біохелатів ми розробили простий метод їх-

нього концентрування – шляхом заморожування та розморожування. На рис. 4 по-
казано дані по балансу хрому, визначеного мінералізацією у фракціях, отриманих 
при повільному розморожуванні Cr(III)-біохелатів.  

Як видно з рис. 4, запропонований спосіб дає змогу концентрувати біоматеріал 
принаймні в 5 разів – для малих об’ємів вихідного розчину, а при концентруванні 
значно більших об’ємів Cr(III)-біохелатів в КР можна досягти на порядок вищого 
концентрування – до 50 разів.  

Аналіз фракцій Cr(III)-комплексів, одержаних методом кріоконцентрування, 
проводили за допомогою ТШХ. На рис. 5 показано профіль розподілу вмісту хро-
му вздовж силуфольної пластини при розділенні Cr(III)-комплексів P. rhodozyma 
sit14.  
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Рис. 4. Кріоконцентрування Cr(III)-біохелатів культуральної рідини (20 мл), отриманої при 
інкубації P. rhodozyma sit14 з 0,2 мМ хроматом протягом 4 діб: а – розподіл Cr у фракціях 
(1–7) при поступовому розморожуванні КР; б – баланс сумарного вмісту Cr, визначеного 
після мінералізації фракцій КР: 1 – хром у вихідній КР, мкмоль; 2 – хром, виявлений у 

фракціях 1–7, мкмоль; 3 – вихід хрому в процесі кріоконцентрування, %. 
 

 
Рис. 5. Розподіл Cr (%) у мінералізованих ділянках силуфольної пластинки після ТШХ 

кріоконцентрату, одержаного з КР дріжджів P. rhodozyma, які зредукували 0,2 мМ хромату. 
 
Варто зазначити, що зображений на рис. 5 профіль розподілу хрому на пласти-

нах після ТШХ зразків Cr(III)-біохелатів має однакову форму для обох видів не-
конвенційних дріжджів – P. rhodozyma та P. guillermondii. Це дає підставу припус-
тити, що хімічна природа складників Cr(III)-біокомплексів, продукованих цими 
дріжджами, подібна. 

На рис. 6 показано електрофореграму Cr(III)-комплексів P. guillermondii – екс-
трактів з певних ділянок силуфольної пластинки. Результати електрофоретичного 
аналізу свідчать про білкову природу компонентів деяких біокомплексів. 
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Рис. 6. Електрофореграма екстрактів окремих смужок силуфольної пластини: 1 – маркери 
молекулярної ваги; 2 – контрольна ділянка; 3 – ділянка, що відповідає фракції 6 (див. 

рис. 5); 4 – ділянка, що відповідає фракції 9 (див. рис. 5). 
 
Отож, наші дослідження показали, що неконвенційні дріжджі P. rhodozyma та 

одержані спонтанні мутанти з різною чутливістю до селеніту мають чітко вираже-
ну нижчу толерантність до хромату порівняно з дріжджами P. guilliermondii L2. 
Виявлена негативна кореляція у фенотипах резистентності до селеніту і хромату у 
мутанта sit11 P. rhodozyma може свідчити про різні шляхи редукції цих аніонів. 
Суттєвим фактором, що визначає різну толерантність дріжджів до хромату, може 
бути відмінність у здатності клітин до біоакумуляції хрому.  

Дріжджі P. rhodozyma, особливо хромат-чутливий мутант sit11, нагромаджує в 
клітинах майже на порядок більше хрому, ніж P. guilliermondii L2. Здатність 
дріжджів P. rhodozyma та P. guilliermondii до хелатування продукту редукції хро-
мату – Cr(III) – в біокомплекси, нетоксичні для клітин, є однією з передумов їхньої 
толерантності до хромату. Фракціонуваня біокомплексів обох видів дріжджів ме-
тодом тонкошарової хроматографії засвідчило їхню подібність за складом. 
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The experimental data concerning the study of chromate reduction by non-conventional yeasts Pichia 
guilliermondii та Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia rhodozyma) have been represented. The dynamics 
of cells growth in the presence of chromate, extra-cellular chromate reduction and Cr(III)-chelation by organic 
components, secreted by yeast cells, were analyzed. Some approaches for concentration, fractionation and 
characterization of Cr(III)-biocomplexes have been developed. 
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reduction, Cr(III)-biocomplexes 

 
 
 




