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ÍÀÃÐÎÌÀÄЖÅÍÍß ÁIËÊÀ У ÊËIÒÈÍÀÕ 
CHLOROBIUM LIMICOLА IÌÂ Ê-8 ЗÀ ÐIЗÍÈÕ УÌÎÂ 

ÌIÍÅÐÀËЬÍÎÃÎ ÒÀ ÎÐÃÀÍIЧÍÎÃÎ ЖÈÂËÅÍÍß

Мета досëіджень – встановити особëивості наãромадження біëка у 
кëітинаõ C. limicolа IÌВ К-8 заëежно від мінераëьноãо та орãанічноãо 
типу живëення мікроорãанізмів. Методи. В роботі використані 
заãаëьноприйняті мікробіоëоãічні методи досëіджень, стандартний 
метод визначення концентрації біëка за методом Лоурі, біоõімічний 
метод визначення концентрації ãëюкози за допомоãою анаëітичноãо 
набору “Діаãëюк-2”, проведена статистична обробка даниõ. Резуль-
тати. Встановëено, що стимуëюючий ефект на процеси наãромад-
ження біëковиõ моëекуë в кëітинаõ C. limicolа IÌВ К-8 виявëяє вне-
сення L-ãëутаміну, L-ãëутамату, L-аспартату та α-кетоãëутарату. 
Досëідженно, що ãоëодування по катіонаõ Fe 2+ за умов відсутності 
катіонів амонію в середовищі куëьтивування призводить до приãнічення 
процесів наãромадження біомаси та біëка у кëітинаõ досëіджуваноãо 
штаму. Встановëено, що в анаеробниõ умоваõ зеëені сіркові бактерії 
C. limicolа IÌВ К-8 ефективно здійснюють азотфіксацію, як за умов 
темряви так і при освітëенні.

К ë ю ч о в і  с ë о в а :  C. limicolа IÌВ К-8, L-ãëутамін, L-ãëутамат, 
L-аспартат, ãëюкоза, ãëікоãен.

Фотосинтезувальні зелені сіркові бактерії родини Chlorobiaceae є 
облігатниìи анаеробаìи які використовують діоксид карбону як основне 
джерело вуглеöю. Представники Chlorobiaceaeє суттєво відрізняються за 
здатністю ìетаболізувати різні джерела нітрогену. Зелені сіркові бактерії 
C. limicolа IÌВ Ê-8 ефективно нагроìаджують біоìасу збага÷ену вуглеводаìи 
[1, 2] та іншиìи поліìерниìи ìолекулаìи на дешевих ìінеральних субстра-
тах [7, 8]. Перетворення аìінного нітрогену в клітинах зелених сіркобактерій 
C. limicolа IÌВ Ê-8 та ìеханізìи його регуляöії досліджені недостатньо. 
Ðаніше наìи було встановлено, що за уìов культивування зелені сірко-
бактерії ìожуть нагроìаджувати зна÷ні кількості органі÷ного карбону 
[1, 2], що ìоже бути використано у біотехнологі÷них öілях.

Натоìість ìетою öієї роботи було дослідити особливості нагроìа-
дження білка у клітинах C. limicolа IÌВ Ê-8 за різних уìов ìінерального 
та органі÷ного живлення.
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Ìатеріали і методи
Äослідження були проведені з використанняì культури зелених фото-

синтезувальних сіркових бактерій C. limicola IÌВ Ê-8 [2]. Бактерії куль-
тивували у рідкоìу середовищі GSB протягоì 8–10 діб при теìпературі  
27–29 °Ñ. Біоìасу бактерій визна÷али фотоелектроколориìетри÷но [1, 2]. 
Вìіст глюкози у неклітинних екстрактах визна÷али ферìентативно за 
допоìогою аналіти÷ного набору “Äіаглюк-2” [2]. Êонöентраöію глікогену 
розраховували за глюкозою після проведення кислотного гідролізу [5]. 
Êонöентраöію білка визна÷али ìетодоì Ëоурі [5]. Ñтатисти÷не опра-
öювання отриìаних результатів проводили з використанняì програìи 
“Оrigin  6.0”. Вибір тактики статисти÷ного опраöювання і підготовку 
даних для аналізу здійснювали, базую÷ись на загальноприйнятих ìетодах 
[4] за рівня достовірності Ð < 0,05.

Ðезультати та їх обговорення
Згідно отриìаних результатів [2] штаì зелених сіркових бактерій 

C. limicolа IÌВ Ê-8 використовує для нагроìадження біоìаси лише пев-
ний спектр аìінокислот: L-глутаìат, L-аспартат, L-пролін, L-триптофан, 
L-глутаìіну і L-аспарагін (в конöентраöії 0,1%). Iнші аìінокислоти не 
стиìулюють ріст штаìу, або інколи навіть його пригні÷ують. 

Проведено визна÷ення впливу вищевказаних аìінокислот на проöеси 
нагроìадження білка в клітинах досліджуваного штаìу (рис. 1). Ñлід за-
зна÷ити, що стиìулюю÷ий ефект спри÷иняло внесення таких аìінокислот: 
L-глутаìіну, L-глутаìату та L-аспартату, проте найвищий рівень білка 
спостерігали у паралелі, що ìістила одно÷асно L-глутаìін, L-глутаìат і 
L-аспартат (250 ìг/г.с.в., що на 25% вище ніж у контролі).

Ðис. 1. Âплив органічних екзогенних 
субстратів на біосинтез білка у 
клітинах C. limicolа IÌÂ Ê-8.

À – біоìаса, В – білок: 1 – (кон-
троль – к), 2–(к + L-глутаìат),  

3 – ( к +L-аспартат), 4 – (к 
+ L-глютаìін + L-глутаìат + 

L-аспартат), 5 – (к + L-пролін), 
6 – (к + L-триптофан), 7 – (к + 

L-глутаìін), 8 – (к + L-аспарагін).

Fіg. 1. Effect of exogenous organіc 
substrates upon proteіn bіosynthesіs 
іn the cells of C. limicola IÌÂ Ê-8.
A – biomass, B – protein 1 – (con-– biomass, B – protein 1 – (con- biomass, B – protein 1 – (con-, B – protein 1 – (con-B – protein 1 – (con-– protein 1 – (con- protein 1 – (con- 1 – (con- – (con-– (con- (con-(con-con-
trol – с), 2 – (с + L-glutamate), 3 – 
(с + L-aspartate), 4 – (с + L-gluta- + L-aspartate), 4 – (с + L-gluta-+ L-aspartate), 4 – (с + L-gluta- L-aspartate), 4 – (с + L-gluta--aspartate), 4 – (с + L-gluta-aspartate), 4 – (с + L-gluta-), 4 – (с + L-gluta- – (с + L-gluta-– (с + L-gluta- (с + L-gluta-(с + L-gluta- + L-gluta-+ L-gluta-L-gluta--gluta-gluta-
mine + L-glutamate + L-aspartate), 

5 – (с + L-proline), 6 – (с + L-
tryptophane), 7 – (с + L-glutamine), 

8 – (с +  L-asparagine).
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Òакож наìи була перевірена ìожливість вирощування досліджува-
ного штаìу на різних органі÷них джерелах карбону, які стиìулювали 
нагроìадження біоìаси [2] з подальшиì визна÷енняì білка в клітинах 
зелених сіркових бактерій (рис. 2).

Ðис. 2. Âплив органічних екзогенних 
субстратів на біосинтез білка у 
клітинах C. limicolа IÌÂ Ê-8.

À – біоìаса, В – білок: 1 – (кон-
троль – к), 2 – (к + аöетат), 3 –  

(к + піруват), 4 – (к + оксалоаöетат), 
5 – (к + α–кетоглутарат), 6 – (к + 

öитрат), 7 – (к + L–сукöинат),  
8 – (к + фуìарат).

Fіg. 2. Effect of exogenous organіc 
substrates upon proteіn bіosynthesіs іn 

the cells of C. limicola IÌÂ Ê-8.
A – biomass, B – protein: 1–(control – 

с), 2 – (c + acetate), 3 – (c + pyru- – (c + acetate), 3 – (c + pyru-– (c + acetate), 3 – (c + pyru- (c + acetate), 3 – (c + pyru-(c + acetate), 3 – (c + pyru-c + acetate), 3 – (c + pyru-+ acetate), 3 – (c + pyru- acetate), 3 – (c + pyru-), 3 – (c + pyru- – (c + pyru-– (c + pyru- (c + pyru-(c + pyru-c + pyru-+ pyru-pyru-
vate), 4 – (c + oxaloacetate), 5 –  

(c + α–ketoglutarate),  6 – (c + ci-ketoglutarate),  6 – (c + ci-),  6 – (c + ci- 6 – (c + ci-– (c + ci- (c + ci-(c + ci-c + ci-+ ci- ci-
trate), 7 – (c + L–succinate),  

8 – (c + fumarate).

В результаті проведеної роботи встановлено, що найвищий стиìулю-
ю÷ий ефект на проöеси нагроìадження білка виявляв α-кетоглутарат. 
Ñлід зазна÷ити, що за öих уìов культивування спостерігалося зростання 
кількості білка до 270 ìг/г.с.в., що на 30–35% більше порівняно з ìіне-
ральниì середовищеì GSB (контроль).

Äля встановлення співвідношення у нагроìадженні відìитиìи клі-
тинаìи C. limicolа IÌВ Ê-8 ендогенних вуглеводів та білка, клітини 
одно÷асно вирощували за уìов зростання кількості ендогенних вуглево-
дів, на ìодифікованоìу середовищі GSB: аöетат 0,1% + піруват 0,1% 
+ ізоöитрат 0,05% + α-кетоглутарат 0,05% + 50% нітрогенне + 50% 
фосфорне голодування + 50% ìінеральне голодування + 80% CO2 без 
внесення NO3

- [1, 2] з подальшиì визна÷енняì конöентраöії ендогенних 
вуглеводів та білка (рис. 3).

Ñлід зазна÷ити, що за оптиìальних уìов органі÷ного та неоргані÷ного 
живлення C. limicolа IÌВ Ê-8, наì вдалось нагроìадити біоìасу у якій 
конöентраöія глікогену становила 240–250 ìг/г.с.в. при одно÷асноìу 
зниженні конöентраöії білка до 80–100 ìг/г.с.в. Отриìані результати 
ìожуть бути корисниìи при біотехнологі÷ноìу використанні öього 
штаìу.
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Ðис. 3. Íагромадження білкових молекул, глюкози та глікогену  
у клітинах C. limicolа IÌÂ Ê-8.

À – дослідний зразок (конöентраöія білка), B – дослідний зразок (конöентраöія 
глікогену). C – нагроìадженя глікогену за уìов контролю (ìінеральне GSB),  

D – конöентраöія білка за уìов контролю (ìінеральне GSB).

Fіg. 3. Accumulatіon of proteіn molecules, glucose and glycogen  
іn the cells of C. limicola IÌÂ Ê-8.

A – prototype (protein concentration), B – prototype (the concentration  
of glycogen), C – acumulated glycogen in control (mineral GSB),  

D – protein concentration in control (mineral GSB).

Òакож було проведено досліджень із відìитиìи клітинаìи C. limicolа 
IÌВ Ê-8 за уìов внесення інгібітора глюконеогенезу ìонойод аöетату в 
інкубаöійну суìіш та наявності в різних паралелях проìіжних ìетаболітів 
öиклу Àрнона (фуìарату, ìалату, сукöинату, öитрату та α-кетоглутарату). 
Через 48 годин інкубаöії встановили кількісні зìіни білка в кітинах 
C. limicolа IÌВ Ê-8 (рис. 4).

Ñлід зазна÷ити що внесення ìонойод аöетату в інкубаöійну суìіш 
C. limicolа IÌВ Ê-8 (рис. 4 паралель ноìер 6) призводило до зростання 
конöентраöії білка на 50% порівняно з контролеì. Iнші органі÷ні джерела 
карбону стиìулювали нагроìадження білка за öих уìов у ìенших кіль-
костях. Ñтиìулюю÷ий ефект ìонойод аöетату на проöеси нагроìадження 
білка ìожна, о÷евидно, пояснити інгібуванняì глюконеогенезу. 

Згідно з літературниìи даниìи [4, 5, 6] переважна більшість про-
каріотних нітрогеназ належить до трьох основних типів, у яких кофер-
ìентна ÷астина вклю÷ає таку коìбінаöію ìінеральних елеìентів – феруì-
ìолібден перший тип, феруì-ванадій другий тип і феруì-феруì третій 
тип [5, 6]. Äля штаìу C. limicolа IÌВ Ê-8 було проведено дослідження 
законоìірностей нагроìадження біоìаси та білкових ìолекул на ìіне-
ральноìу середовищі GSB, без внесення джерела нітрогену NН4

+ та 
одно÷асної відсутності Fe2+, V і Mo у різних паралелях.
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Ðис. 4. Âплив монойод ацетату на процеси нагромадження білка  
C. limicolа IÌÂ Ê-8.

À – біоìаса, В – білок: 1 – (контроль – к), 2 – (к + L-глутаìін + L-глутаìат + 
L-аспартат – 3L), 3 – (контроль + 3L + ìонойод аöетат), 4 – (к + 3L + ìонойод 
аöетат + оксалоаöетат), 5 – (к + 3L + ìонойод аöетат + сукöинат), 6 – (к + 3L 
+ ìонойод аöетат + α–кетоглутарат), 7 – (к + 3L + ìонойод аöетат + öитрат).

Fіg . 4. Effect of monoіodіne acetate on the processes of accumulatіon  
of proteіn іn the cells C. limicola IÌÂ Ê-8.

A – biomass, B – protein: 1 – (control – с), 2 – (control + L-glutamine + L-
glutamate + L-aspartate – 3L), 3 – (c + 3L +monoiodine acetate), 4 – (c + 3L + 

oxaloacetate + monoiodine acetate), 5 – (c + 3L + monoiodine acetate + succinate), 
6 – (c + 3L + monoiodine acetate + а–ketoglutarate ), 7 – (c + 3L + monoiodine 

acetate citrate).

 Ñлід зазна÷ити, що за öих уìов культивування використовували ви-
клю÷но воду першого класу для приготування середовища GSB (рис. 5) .

Встановлено, що за уìов внесення Fe2+ спостерігається ріст культури 
та нагроìадження білка, навіть за відсутності джерела нітрогену NН4

+ в 
середовищі культивування. Ñлід зазна÷ити, що іденти÷ні показники біо-
ìаси спостерігалися і за відсутності, навіть одно÷асної Ìо і V. Натоìість 
одно÷асна відсутність катіонів Fe2+ та NН4

+ в середовищі культивування 
призводила до загибелі ìікроорганізìів. Отриìані результати дають 
ìожливість припустити, що, о÷евидно, у клітинах C. limicolа IÌВ Ê-8 
доìінувальниì є третій тип нітрогеназного коìплексу – феруì-феруì 
залежна форìа, інгібую÷ий ефект на яку спри÷иняє, і/або внесення NH4

+, 
і/або відсутність Fe2+ в середовищі культивування. 

Äослідженняìи [3, 5] встановлено, що не усі штаìи зелених сіркових 
бактерій здатні до анаеробної азотфіксаöії як при освітлені так і у теìря-
ві. Äля перевірки öих властивостей проведено такі дослідження. Відìиті 
клітини C. limicolа IÌВ Ê-8 з логарифìі÷ної фази були поìіщені в інку-
баöійну суìіш яка не ìістила джерела нітрогену, як за уìов освітлення 
так і в теìряві. Після 48 годин інкубаöії було проведено визна÷ення біо-
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ìаси та конöентраöії білка (рис. 6). Встановлено, що конöентраöія білка 
знаходилася практи÷но на одноìу рівні, як за уìов освітлення так і за 
уìов теìряви. Проте за уìов теìряви біоìаса знизилася на 30% (рис. 6)

Ðис. 6. Âплив освітлення та темряви на процеси нагромадження білка у клітинах 
C. limicolа IÌÂ Ê-8. À – біомаса, Â – білок.

Fіg. 6. Effect of lіght and darkness on the processes of accumulatіon of proteіn іn 
the cells C. limicola IÌÂ Ê-8. A – bіomass, Â – proteіn.

Ðис. 5. Âплив різного типу мінерального живлення на утворення біомаси зеленими 
сірковими бактеріями та нагромадження білка.

À – біоìаса, В – білок: 1 – (контроль – ìінеральне GSB), 2 – (контроль – 
NН4

+ – Fe2+), 3 – (контроль – NН4
+ – Mo + Fe2+), 4 – (контроль – NН4

+ – V + 
Fe2+), 5 – (контроль – NН4

+ – V – Mo + Fe2+), 
6 – (контроль – NН4

+ + V + Mo + Fe2+)

Fіg. 5. Effect of dіfferent types of mіneral nutrіtіon on the formatіon of bіomass by 
green sulfur bacterіa and  accumulatіon of proteіns.

A – biomass, B – protein: 1 – (control – mineral GSB), 2 – (control – NH4
+ 

–Fe2+), 3 – (control – NH4
+ – Mo + Fe2 +) 4 – (control – NH4

+ – V + Fe2+), 5 – 
(control – NH4

+ – V – Mo + Fe2+), 6 – (control – NH4
+ + V + Mo + Fe2+).
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Òакиì ÷иноì, в результаті проведеної роботи встановлено, що зелені 
сіркові бактерії C. limicolа IÌВ Ê-8 ефективно здійснюють азотфіксаöію в 
анаеробних уìовах, як за уìов теìряви так і при освітленні. Äосліджено, 
що, о÷евидно, доìінувальною форìою нітрогеназного коìплексу у клітинах  
C. limicola IÌВ Ê-8 є феруì-феруì залежна форìа. Òакож встановлено, 
що стиìулюю÷ий ефект на проöеси нагроìадження білка у клітинах 
зелених сіркобактерій виявляє одно÷асне внесення низькоìолекулярних 
інтерìедіатів L-глутаìату, L-глутаìіну, L-аспартату та a-кетоглутарату 
в інкубаöійну суìіш за уìов наявності інгібітора глюконеогенезу ìоно-
йод аöетату.
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ACCUMULATION OF PROTEIN IN CHLOROBIUM 
LIMICOLA IÌÂ Ê-8 CELLS

Summary

The purpose of research – to investigate certain features of protein 
accumulation in C. limicola IÌВ K-8 cells, depending on the type of 
mineral and organic nutrition. Methods. The paper used conventional 
microbiological methods of research, the standard method for determining 
the protein concentration by the method of Lowry, biochemical method 
for determining glucose concentration using analytical set “Diagluk-2”, 
statistical analysis of data is performed. Results. Stimulating effect on the 
processes of accumulation of protein molecules in C. limicola IÌВ Ê-8 cells 
has L-glutamine, L-glutamate, L-aspartate and α-ketoglutarate. Fasting on 
Fe2+ions in the absence of ammonium ions in the culture medium caused 
inhibition of the processes of biomass and protein accumulation in the cells 
of the test strain. It is shown that green sulfur bacteria C. limicola IÌВ 
K-8 efficiently perform nitrogen fixation under anaerobic conditions, both 
in the terms of darkness and light.

K e y  w o r d s :  C. limicola IÌВ K-8, L-glutamine, L-glutamate, 
L-aspartate, glucose, glycogen.
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ÍÀÊÎПËÅÍÈÅ ÁÅËÊÀ Â ÊËÅÒÊÀÕ  
CHLOROBIUM LIMICOLA IÌÂ Ê-8

 Ðеферат

Öель исследований – изу÷ить особенности накопления белка в 
клетках C. limicolа IÌВ Ê-8 в зависиìости от ìинерального и органи-
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÷еского типа питания ìикроорганизìов. Ìетоды. В работе использованы 
общепринятые ìикробиологи÷еские ìетоды исследований, стандартный 
ìетод определения конöентраöии белка по ìетоду Ëоури, биохиìи÷еский 
ìетод определения конöентраöии глюкозы с поìощью аналити÷еского на-
бора “Äиаглюк-2», проведена статисти÷еская обработка данных. Ðезуль-
тати. Óстановлено, ÷то стиìулирующее влияние на проöесы накопления 
белковых ìолекул в клетках C. limicola IÌВ Ê-8 оказывает L-глутаìин, 
L-глутаìат, L-аспартат и а-кетоглутарат. Èсследования голодания по 
катионаì Fe2+ в отсутствие катионов аììония в культуральной среде 
вызывает ингибирование проöесов накопления биоìасы и белка в клет-
ках исследуеìого штаììа. Óстановлено, ÷то зеленые серные бактерии 
C. limicola IÌВ Ê-8 эффективно выполняют фиксаöию азота в анаэробных 
условиях, как при освещении так и в теìноте.

Ê лю ÷ е вы е  с л о в а :  C. limicolа IÌВ Ê-8, L-глутаìин, L-глутаìат, 
L-аспартат, глюкоза, гликоген.
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