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ÕÀÐÀÊÒÅÐÈСÒÈÊÀ ПУÐПУÐÎÂÈÕ ÍÅСIÐÊÎÂÈÕ 
ÁÀÊÒÅÐIÉ RHODOPSEUDOMONAS PALUSTRIS 

З  ÎЗÅÐÀ ßÂÎÐIÂСЬÊÅ (УÊÐÀЇÍÀ)

Мета роботи. Видіëення з води озера Яворівське, ідентифікація та 
досëідження пурпуровиõ несірковиõ бактерій, які можуть утиëізувати 
сірководень і добре рости завдяки використанню орãанічниõ споëук. 
Методи. Бактерії куëьтивуваëи анаеробно чи у мікроаерофіëьниõ умоваõ 
на світëі та у темряві на середовищаõ Ван Ніëя і PNSB за внесення 
різниõ донорів еëектронів, джереë карбону і нітроãену. Біомасу визна-
чаëи за мутністю розведеної суспензії кëітин фотометруванням на 
КФК-3. Концентрацію S2- визначаëи турбідиметрично за утворен-
ням метиëенової сині. Сірку екстраãуваëи з куëьтураëьноãо середовища 
фіëьтруванням через нітроцеëюëозні фіëьтри, надаëі її концентрацію 
визначаëи за методом Ван Гемердена. Анаëіз піãментноãо скëаду 
здійснюваëи спектрофотометрично на Spеcord M-40. Уëьтраструктуру 
кëітин бактерій досëіджуваëи за допомоãою трансмісійноãо еëектрон-
ноãо мікроскопа ПЕÌ-100. Зразки ãенів 16S ДНК ампëіфікуваëи методом 
ПЛР. Первинну структуру фраãментів визначаëи на GATC Biotech AG 
(Konstanz, Germany). Результати. Отримаëи чисті куëьтури пурпуро-
виõ несірковиõ бактерій. Кëітини досëідженоãо штаму паëичкоподібні, 
руõëиві. Фотосинтетичні мембрани ëамеëярноãо типу, основні піãменти  – 
бактеріоõëорофіë а та каротиноїди спіриëоксантинової серії. Бактерії 
ростуть як õемотрофно, так і фототрофно, при використанні сірководню 
як донора еëектронів утворюють сірку, що виводиться у куëьтураëьне 
середовище. Використовують різні донори еëектронів, джереëа карбону 
та нітроãену. Є факуëьтативними анаеробами. Генетично бëизькі до 
видів Rhodopseudomonas faecalis (99%) і Rhodopseudomonas palustris 
(98%), Rhodopseudomonas rhenobacensis (98%). Висновок. Видіëені з води 
озера Яворівське пурпурові несіркові бактерії ідентифіковані нами за 
морфо-фізіоëоãічними ознаками і за резуëьтатами анаëізу нукëеотидної 
посëідовності ãену 16S рРНК як Rhodopseudomonas palustris. Вони мо-
жуть утиëізувати сірководень і добре рости завдяки використанню 
орãанічниõ споëук.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : пурпурові несіркові бактерії, Rhodopseudomonas 
palustris.
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Унаслідок зìіни деяких проìислових технологій виникла потреба у 
рекультиваöії водойì, утворених при розробöі родовищ корисних копалин. 
Зокреìа, рекультиваöії потребує озеро Яворівське, утворене на ìісöі 
котловану Язівського сіркового родовища (Ëьвівська область). Однією 
з проблеì öієї водойìи є постійне утворення сірководню у придонній 
зоні внаслідок життєдіяльності бактерій öиклу сульфуру [1]. Ñірководень 
є токси÷ниì для більшості організìів навіть у невеликих дозах, а тоìу 
стриìує заселення глибинної ÷астини озера еукаріотаìи. 

Оскільки припинити утворення сірководню шляхоì ізоляöії сіркового 
пласту техні÷но неìожливо, слід зосередитись на пошуку способів утри-
ìання низької конöентраöії öієї сполуки у водній товщі. З öією ìетою 
ìожна використати бактерії, які утилізують сірководень у проöесі своєї 
життєдіяльності. Зважаю÷и на перспективність біоо÷ищення öієї водо-
йìи, ìи зосередили свою увагу на виділенні, ідентифікаöії та дослідженні 
фізіологі÷них властивостей пурпурових несіркових бактерій, які ìожуть 
утилізувати сірководень і добре рости завдяки використанню органі÷них 
сполук, присутніх в озері у достатніх кількостях.

Ìатеріали і методи
Проби води відбирали за ìетодоì Ñтолбунова-Ðябова у прибережній 

зоні Яворівського озера з глибини 27 ì [3]. Нагроìаджувальні культури пур-
пурових бактерій отриìували, використовую÷и середовище Ван Ніля. Чисті 
культури пурпурових несіркових бактерій отриìували та культивували у 
рідкоìу і агаризованоìу середовищах PNSB у пробірках та на ÷ашках Петрі 
(г /л): KH2PO4 – 1,0; MgCl2x6H2O – 0,5; CaCl2x2H2O – 0,1; NH4Cl – 1,0; 
NaHCO3 – 3,0; Na2SO4 – 0,7; NaCl – 1. 

Àнаеробні уìови створювали з використанняì кисеньпоглинаю÷их 
пакетів GENbox anaer (Франöія) [6]. Як джерело світла використовували 
лаìпи розжарювання. Iнтенсивність освітлення виìірювали люксоìетроì 
Ю-116.

Оптиìальні для росту теìпературу та освітленість визна÷али, вирощую÷и 
бактерії у пробірках з рідкиì середовищеì PNSB. Здатність досліджених 
бактерій асиìілювати органі÷ні ре÷овини та сполуки нітрогену і сульфуру 
досліджували згідно рекоìендованих стандартів опису нових видів аноксиген-
них фототрофних бактерій [10]. Біоìасу визна÷али за ìутністю розведеної 
суспензії клітин з використанняì ÊФÊ-3. 

Êонöентраöію S2- визна÷али турбідиìетри÷но з використанняì ÊФÊ-3. 
Ìетод ґрунтується на взаєìодії S2- з n-аìіно-диетиланіліноì з утворенняì 
ìетиленової сині [15]. Вìіст сірки у культуральноìу середовищі визна÷али, 
осаджую÷и її на нітроöелюлозних ìеìбранних фільтрах з пораìи 0,45 ìì як 
описано для Thiobacillus. Ñірку екстрагували етанолоì, а її конöентраöію у 
екстракті визна÷али спектрофотоìетри÷но [8, 12]. Ñклад пігìентів визна÷али 
у бактерій, вирощених на середовищі з сульфід-іоноì та аöетатоì [2, 4, 7, 
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9]. Ñпектри поглинання інтактних клітин та екстрагованих з них пігìентів 
реєстрували на спектрофотоìетрі Spеcord M-40. Ультраструктуру бактерій 
вив÷али за допоìогою електронного трансìісійного ìікроскопа ПÅÌ-100. 
Фіксаöію і контрастування клітин проводили за ìетодоì Ðейнольдса [11].

О÷ищення та аìпліфікаöію рибосоìальної 16S ÄНÊ здійснювали як описа-
но [5]. Визна÷ення первинної структури аìпліфікованих фрагìентів ÄНÊ про-
водили на GATC Biotech AG (Konstanz, Germany), використовую÷и прайìери: 
337F: GACTCCTACGGGAGGCWGCAG; 518R: GTATTACCGCGGCTGCTGG; 
928F: TAAAACTYAAAKGAATTGACGGG. Äля пошуку гоìологів досліджених 
бактерій використовували програìу BLASTN.

Ñтатисти÷не опраöювання результатів проводили, використовую÷и про-
граìу OriginPro 7.0.

Ðезультати та їх обговорення
Iз проб води озера Яворівське отриìано нагроìаджувальну культуру, в 

якій виявлено зна÷ну кількість невеликих пали÷коподібних клітин без вну-
трішньоклітинної сірки. Відсутність глобул сірки всередині клітини є однією 
із основних ознак родини Rhodospirillaceae [6]. У результаті досліджень 
виділено штаìи пурпурових несіркових бактерій: Ya-2010/A, Ya-2010/B, 
Ya-2010 /C і Ya-2010 /D, які використовували сірководень у проöесі авто-
трофного росту і, подібно до Rhodopseudomonas palustris, виділяли сірку у 
культуральне середовище. 

У подальших дослідженнях використовували штаì Ya-2010/À, який най-
активніше утилізував сульфід-іон і утворював найбільше сірки.

Äля ідентифікаöії штаìу Ya-2010/À проведено аналіз нуклеотидної по-
слідовності гену 16S рÐНÊ та її порівняння з гоìологі÷ниìи послідовностяìи, 
депонованиìи у GenBank (табл. 1).

Високий рівень спорідненості виявлено до кількох видів роду 
Rhodopseudomonas. Однак, генети÷но близькі види ÷асто відрізняються 
ìорфо-фізіологі÷ниìи властивостяìи. Òоìу, щоб визна÷ити, до якого 
саìе з наданих видів належить штаì Ya-2010 /À було визна÷ено його 
ìорфо-фізіологі÷ні характеристики.

У клітинах штаìу Yа-2010 /À виявлено внутрішні фотосинтети÷ні 
ìеìбрани лаìелярного типу, розташовані паралельно öитоплазìати÷ній 
ìеìбрані. В той же ÷ас, сіркових глобул ні всередині, ні на поверхні клі-
тин не виявлено. Öі ìорфологі÷ні ознаки підтверджують приналежність 
досліджуваного штаìу до родини Rhodospirillaceae [6].

Фотосинтети÷ниìи пігìентаìи клітин штаìу Ya-2010 /À є бактеріох-
лорофіл а (абсорбöійні ìаксиìуìи 376, 593, 805, 872 нì) та каротиноїди 
спірилоксантинової серії (467, 490 і 525 нì). Порівняння абсорбöійних 
ìаксиìуìів окреìих пігìентів, розділених ìетодоì тонкошарової хроìа-
тографії, з даниìи літератури, підтвердило присутність бактеріохлорофілу 
а та дозволило ідентифікувати лікопін, родопін і сфероіденон [4, 7, 13].
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Òаблиöя 1
Ðезультати пошуку бактерій-гомологів штаму Ya-2010/À за результатами 

BLASTN-аналізу

Table 1
The results of search for homologues to straіn Ya-2010/A based  

on BLASTN-analysіs data

Штам
Äовжина 

фрагменту, 
пн

Iдентич ність, 
%

Ãомологічний вид Êод GenBank

Ya-2010 /À 1517 99 Rhodopseudomonas faecalis NR_024971.1

Ya-2010 /À 1517 98 Bradyrhizobium japonicum NR_074322.1

Ya-2010 /À 1517 98 Bradyrhizobium betae NR_029104.1

Ya-2010 /À 1517 98 Rhodopseudomonas palustris NR_103926.1

Ya-2010 /À 1517 98 Bradyrhizobium liaoningense NR_041785.1

Ya-2010 /À 1517 98 Rhizobium lupini NR_044869.1

Ya-2010 /À 1517 98
Rhodopseudomonas 
rhenobacensis 

NR_028641.1

Ya-2010 /À 1517 98 Nitrobacter vulgaris NR_042449.1

Бактерії роду Rhodopseudomonas здатні рости фототрофно або хеìо-
трофно, при÷оìу найкращиì типоì ìетаболізìу для них є фотогетеротро-
фія [6]. Встановлено, що бактерії штаìу Ya-2010 /À як основне джерело 
карбону ìожуть використовувати різні органі÷ні сполуки. О÷евидно, öя 
властивість сприяє їхньоìу виживанню за зìіни хіìі÷ного складу при-
родного середовища (табл. 2). 

Пурпурові несіркові бактерії, в тоìу ÷ислі R. rhenobacensis, 
R. palustris, ìожуть використовувати органі÷ні сполуки не лише як 
джерело карбону, а й як донори електронів у проöесі аноксигенного 
фотосинтезу [6]. Бактерії штаìу Ya-2010 /À здатні рости фототрофно за 
відсутності S2- на середовищі з аöетатоì, ìалатоì, піруватоì. 

Äжерелаìи нітрогену для штаìу Ya-2010 /À були аìоній, нітрат, 
аспартат, аргінін, глутаìат, дріжджовий екстракт. Нітрат, ìожливо, 
перетворювався до нітриту завдяки нітратредукöії, яка характерна для 
бактерій роду Rhodopseudomonas [6, 13]. 

Ðезультати дослідження ìорфо-фізіологі÷них характеристик штаìу 
Ya-2010 /À наведені у табл. 3. 
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Òаблиöя 2
Ðіст бактерій штаму Ya-2010 /À за внесення органічних сполук  

як джерела карбону

Table 2
The growth of straіn Ya-2010 /À under addіtіon of some organіc compounds 

 as carbon sources

Îрганічна речовина
Íаявність /відсутність 

росту
Îрганічна 
речовина

Íаявність /відсутність 
росту

Àöетат + Ìалат +

Àспартат – Ìетанол –

Валерат + Піруват +

Гліöерол – Пропанол –

Глутаìат + Пропіонат +

Глюкоза – Ñорбітол +

Äріждж. екстракт + Òартрат –

D–фруктоза – Форìіат –

Åтанол + Фуìарат +

Ëактат + Êонтроль +

Приìітка: «+» – забезпе÷ували ріст бактерій; «–» – відсутність росту бактерій; 
контроль – ріст бактерій на середовищі PNSB 
Note: «+» – support growth of bacteria; «–» – absence of growth of bacteria control – 
growth of bacteria on medium PNSB

Необхідно зазна÷ити, що ріст бактерій штаìу Ya-2010 /À не пригні÷увався 
за внесення NaCl (1 г /л), на відìіну від генети÷но близького R. rhenobacensis 
[6]. Одно÷асно не ìожна підтвердити приналежність штаìу Ya-2010 /À до 
R. faecalis, бо досліджені бактерії як донори електронів здатні використову-
вати S2- та тіосульфат, що не характерно для R. faecalis [14].

Отже, за результатаìи генети÷них та ìорфо-фізіологі÷них досліджень 
пурпурові несіркові бактерії штаìу Yа-2010 /À, виділені з води Яворівського 
озера (Україна, Ëьвівська обл.), належать до роду Rhodopseudomonas і з ви-
сокою іìовірністю є Rhodopseudomonas palustris. Вони ìожуть утилізувати 
сірководень і добре рости завдяки використанню органі÷них сполук.
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Òаблиöя 3 
Ìорфо-фізіологічна характеристика бактерій штаму Yа-2010 /À

Table 3 
The morphophysyologycal characterіstіc of straіn Yа-2010 /À

Îзнака
Õарактеристика ознаки

Штам Yа-2010 /À Rhodopseudomonas palustris [6]

Ìорфологія клітин

пали÷коподібні, поодинокі;
у старих культурах утво-
рюють розеткоподібні 
угруповання,
граìнегативні

від пали÷коподібних до 
овальних, поодинокі; у старих 
культурах ìожуть утворю-
вати угруповання за типоì 
кластерів ÷и розеток,
граìнегативні

Ðозìір клітин, ìкì 0,5-0,9х1,8-2,0 0,6-0,9х1,2-2,0 
Ðухливість рухливі рухливі
Внутрішні 
öитоплазìати÷ні ìеìбра-
ни

лаìелярного типу, 
паралельні ìеìбрані 
клітини

лаìелярного типу, паралельні 
ìеìбрані клітини

Забарвлення суспензії 
клітин

теìно-÷ервоне
від ÷ервоного до ÷ервоно-
кори÷невого

Основні пігìенти
бактеріохлорофіл 
а, каротиноїди 
спірилоксантинової серії

бактеріохлорофіл 
а, каротиноїди 
спірилоксантинової серії

Оптиìальне зна÷ення:
теìператури, єÑ
освітленості, люкс
сульфіду, ìÌ

28–30
1400–1500

2–3

30–37
не вказано
не вказано

Ìаксиìальна 
конöентраöія S2- 5 не вказано

Äонор електронів:
сульфід 
тіосульфат сірка

+
+
–

+
+ /
–

Ðіст у теìряві:
аеробні уìови
ìікроаерофільні уìови
анаеробні уìови

–
+
+

+ /–
+
+

Відношення до кисню факультативний анаероб факультативний анаероб

Àвтори публікаöії висловлюють подяку за визна÷ення первинної 
структури фрагìентів ÄНÊ директору з досліджень Ñередзеìноìорсько-
го Iнституту Нейробіології (INMED /INSERM) I. Ìедині та завідува÷у 
ìіжфакультетської лабораторії електронної ìікроскопії ËНУ іìені Iвана 
Франка, к.б.н. О. Êула÷ковськоìу за допоìогу у дослідженні ультра-
структури клітин.



87

ХÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ПУÐПУÐОВÈХ НÅÑIÐÊОВÈХ БÀÊÒÅÐIÉ RHODOPSEUDOMONAS ...

ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 4. С. 81–89

С. À. Ãнатуш1, С. Â. Ëаврик2

1Ëьвовский наöиональный университет иìени Èвана Франко, ул. Грушевского, 4, Ëьвов 
79005, Украина, тел: +38 (032) 239 40 53; 

2Педагоги÷еский колледж ËНУ иìени Èвана Франко, ул. Òуган-Барановского, 7, Ëьвов 79005, 
Украина, тел: +38 (063) 278 73 43, e-mail: sofi_lavryk@email.ua

ÕÀÐÀÊÒÅÐÈСÒÈÊÀ ПУÐПУÐÍЫÕ ÍÅСÅÐÍЫÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ 
RHODOPSEUDOMONAS PALUSTRIS ÈЗ ÎЗÅÐÀ ßÂÎÐÈÂСÊÎÅ 

(УÊÐÀÈÍÀ)

Ðеферат

Öелью работы было выделение из воды озера Яворивское, идентификаöия 
и исследование свойств пурпурных несерных бактерий, способных утили-
зировать сероводород и расти с использованиеì органи÷еских соединений. 
Ìетоды. Бактерии культивировали анаэробно и в ìикроаэрофильных усло-
виях, на свету и в теìноте, на средах Ван Ниля и PNSB с разныìи донораìи 
электронов, исто÷никаìи углерода и нитрогена. Биоìассу определяли по 
ìутности разбавленной суспензии клеток с использованиеì ÊФÊ-3. Êон-
öентраöию S2- определяли турбидоìетри÷ески по образованию ìетиленовой 
сини. Ñеру из культуральной среды экстрагировали ìетодоì осаждения на 
нитроöеллюлозных фильтрах, а ее конöентраöию определяли ìетодоì Ван 
Геìердена. Äля анализа пигìентного состава бактерий использовали спек-
трофотоìетр Spеcord M-40. Ультраструктуру бактерий изу÷али с поìощью 
электронного трансìиссионного ìикроскопа ПÅÌ-100. Перви÷ную структуру 
фрагìентов ÄНÊ определяли на GATC Biotech AG (Konstanz, Germany). 
Äля поиска гоìологов исследованных бактерий использовали програììу 
BLASTN. Ðезультаты. Êлетки бактерий пало÷кообразные, подвижные. Фото-
синтети÷еские ìеìбраны лаìелярного типа, пигìенты – бактериохлорофилл 
а и каротиноиды спириллоксантиновий серии. Бактерии растут хеìотрофно и 
фототрофно, при использовании сероводорода в ка÷естве донора электронов 
образуют серу, которая выводиться в среду. Èспользуют разные исто÷ники 
углерода и нитрогена. Факультативные анаеробы. Генети÷ески близки ви-
даì Rhodopseudomonas faecalis (99%), Rhodopseudomonas palustris (98%), 
Rhodopseudomonas rhenobacensis (98%). Âывод. Выделенные из воды озера 
Яворивское пурпурные несерные бактерии идентифиöированы наìи как 
Rhodopseudomonas palustris. Они ìогут утилизировать сероводород и 
хорошо расти благодаря использованию органи÷еских соединений.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : пурпурные несерные бактерии, Rhodopseudomonas 
palustris.
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CHARACTERISTIC OF NON-SULFUR PURPLE BACTERIA 
RHODOPSEUDOMONAS PALUSTRIS FROM LAKE 

JAVORIVSKE (UKRAINE)

Summary

The аіm of work was isolation from water of lake Javorivske, 
identification and investigation of purple non-sulfur bacteria with ability to 
use sulfide and grow on the organic compounds. Methods. Bacteria were 
cultivated under anaerobic and microaerophilic conditions, on the light 
or in the dark in the Van Niel or PNSB media with addition of different 
electron donors, carbon and nitrogen sources. Biomass was determined 
using turbidity diluted cell suspension photometration on CPK-3. The 
concentration of S2- was determined colorimetrically for methylen blue 
formation. The elemental sulfur extracted from medium used filtration 
through nitrocellulose filters. The sulfur concentration was measured by the 
method of Van Gemerden. For analyses of pigment content it has been used 
spectrophotometer Specord M-40. Bacterial cell structure was investigated 
with an electron transmission microscope PEM-100. The fragments primary 
structure was determined on GATC Biotech AG (Konstanz, Germany). The 
search for homologues to our bacteria used the BLASTN-program. Results. 
Te bacteria cells are rod-shaped and motile. Photosyntetical membranes are 
of lamellar type. The main photosyntetical pigments are bacteriachlorophyll 
a and carotenoids of spirilloxantin series. Bacteria grow chemotrophycally 
or phototrophycally, use sulfide as an electron donor and produce elemental 
sulfur, which extracted in cultural medium. Bacteria use different electron 
donors, carbone and nitrogen sources. They are facultative anaerobes. 
Bacteria were genetically similar to Rhodopseudomonas faecalis (99%), 
Rhodopseudomonas palustris (98%) and Rhodopseudomonas rhenobacensis 
(98%). Conclusіons. Purple bacteria isolated from water of lake Javorivske 
were identified as Rhodopseudomonas palustris. They use sulfide and grow 
well due to utilization of organic compounds.

K e y  w o r d s : purple non-sulfur bacteria, Rhodopseudomonas palustris.
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