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ÎСÎÁËÈÂÎСÒI ÊÎÍСÒÐУÊÒÈÂÍÎÃÎ ÀÍÀÁÎËIЗÌУ 
ÂУÃËÅÂÎÄIÂ У ÊËIÒÈÍÀÕ ЗÅËÅÍÈÕ СIÐÊÎÂÈÕ 
ÁÀÊÒÅÐIÉ CHLOROBIUM LIMICOLА IÌÂ Ê-8

Зеëені сіркові бактерії Chlorobium limicolа IМВ К-8 в процесі анокси-
ãенноãо фотосинтезу наãромаджують в кëітинаõ ãëікоãен. Зростання 
рівня ãëікоãену в кëітинаõ спостеріãаëи за умов внесення до середо-
вища куëьтивування орãанічниõ донорів карбону при одночасному 
мінераëьному ãоëодуванні. За циõ умов 20% зменшення концентрації 
діоксиду карбону та внесення нітрат іону в інкубаційну суміш супро-
воджуваëось зниженням рівня біомаси та зростанням інтенсивності 
конструктивноãо анабоëізму вуãëеводів в кëітинаõ C. limicola IМВ К-8. 
Подаëьше зниження концентрації діоксиду карбону та мінераëьниõ 
компонентів середовища GSB веде до приãнічення інтенсивності фото-
синтезу у кëітинаõ зеëениõ сіркові бактерії. 

Кëючов і  сëова : зеëені сіркові бактерії, ãëюкоза, ãëікоãен. 

Зелені фотосинтезувальні сіркові бактерії (родина Chlorobiaceae) – 
облігатні фотолітоавтотрофи [1]. Подібно до представників родини 
Chloroflexaceae та Chromatiaceae, вони не ìожуть використовувати 
воду як донор електронів і не утворюють ìолекулярний кисень у проöесі 
фотосинтезу [2, 3]. Натоìість донораìи електронів, які потрібні для аси-
ìіляöійної редукöії CO2, є відновлені сполуки сірки, здебільшого гідроген 
сульфід. При культивуванні зелених сіркових бактерій C. limicolа IÌВ 
Ê-8 у ìінеральноìу середовищі GSB [5] за наявності донора електронів 
і ÑО2 на світлі в клітинах ìоже нагроìаджуватись глюкоза і продукт її 
поліìеризаöії – глікоген [3]. Óìови синтезу та роль öих інтерìедіатів 
у ìетаболізìі зелених сіркових бактерій за різних уìов культивування 
остато÷но не з’ясовані. 

Ó öій роботі наведені результати досліджень деяких особливостей 
конструктивного анаболізìу вуглеводів у клітинах зелених сіркових 
бактерій C. limicolа IÌВ Ê-8.

Ìатеріали і методи
Дослідження були проведені з використанняì культури зелених 

фотосинтезувальних сіркових бактерій Chlorobium limicola IÌВ Ê-8 [3]. 
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Бактерії культивували у рідкоìу середовищі GSB [1, 3] протягоì 8–10 
діб при теìпературі 24–25 °Ñ. Біоìасу бактерій визна÷али фотоелек-
троколориìетри÷но [7]. Як контроль в експериìентах використовували 
культури, що розвивались у повноöінноìу поживноìу ìінеральноìу 
середовищі GSB без внесення додаткових сполук.

Êлітини бактерій руйнували за допоìогою ультразвукового дезінтегра-
тора ÓЗДН–2Ò ÷астотою 22 кГö протягоì 5 хв у скляних товстостінних 
пробірках, занурених у лід. Óлаìки клітин відділяли öентрифугуванняì 
при 15 тис. об/хв протягоì 45 хв при 4 °Ñ. Отриìані безклітинні екс-
тракти відразу використовували для визна÷ення вìісту глюкози. Вìіст 
глюкози у безклітинних екстрактах визна÷али ферìентативно, за допо-
ìогою аналіти÷ного набору «Діаглюк-2» [6]. Êонöентраöію глікогену роз-
раховували по глюкозі після проведення кислотного гідролізу. Гідроліз 
глікогену проводили кип’ятінняì в присутності 1H H2SO4 протягоì трьох 
годин [4]. Визна÷ення вìісту аìінного азоту поводили використовую÷и 
нінгідриновий реактив [6].

Ðезультати є статисти÷но достовірні, розбіжності подані іденти÷но 
вели÷ині кожної окреìої то÷ки, згідно вели÷ини сиìвола. Êількість пов-
торів була десятикратною у кожній паралелі.

Ðезультати та їх обговорення
На відìіну від пурпурових сіркових бактерій, описані в літературі шта-

ìи зелених сіркових бактерій ростуть виклю÷но фотолітоавтотрофно [3, 6]. 
Діоксид карбону у них редукується у відновноìу öиклі трикарбонових кислот  
[2], клю÷овиìи ферìентаìи якого є 2-oксоглутарат:фередоксин-
оксидоредуктаза, фуìаратредуктаза і ÀÒФ-залежна öитрат ліаза [3]. 
Відновний öикл трикарбонових кислот забезпе÷ує клітини попередникаìи 
для біосинтезу клітинних коìпонентів, зокреìа вуглеводів [8]. Глюкоза в 
клітинах зелених сіркобактерій знаходиться як у вільноìу так і поліìе-
ризованоìу стані, що представлений глікогеноì, вìіст якого у клітинах 
C. limicolа IÌВ Ê-8 ìоже сягати від 5 до 12% сухої ваги клітин [1, 3]. 
Оскільки біотехнологі÷не виробниöтво глікогену є перспективниì на-
пряìкоì його проìислового отриìання, наступниì крокоì у нашій роботі 
було вив÷ення деяких особливостей конструктивного анаболізìу öього 
полісахариду у клітинах штаìу C. limicolа IÌВ Ê-8 [1, 2].

Перш за все була перевірена ìожливость збільшеня синтезу глікоге-
ну за уìов одно÷асного нітрогенного та фосфорного голодування клітин 
(рис. 1).

Встановлено, що окреìе нітрогенне та фосфорне голодування призво-
дить до стиìулювання глікогеногенолізу і спри÷иняє зростання кількості 
глікогену до 70–80 ìг/г сухої ваги клітин [1, 3]. Натоìість одно÷асне 
голодування по обох öих сполуках призводить до подвійного зростання 
кількості глікогену (рис. 1) в порівнянні із ìінеральниì середовищеì 
GSB (контроль). 
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Ðис. 1. Ðіст (A), синтез глікогену (B) та глюкози (C) у клітинах  
C. limicola IÌÂ Ê-8

1 – (повноöінне GSB), 2 – (GSB без фосфору), 3 – (GSB 50% фосфору),  
4 – (GSB без азоту ), 5 – (GSB 50% азоту ), 6 – (GSB без азоту і фосфору),  

7 – (GSB з 50% фосфору і 50% азоту )

Fіg. 1. Growth (A), glycogen synthesіs (B) and glucose (C) іn cells of  
C. limicola IMB K-8

1 – (full GSB), 2 – (GSB without phosphorus), 3 – (GSB 50% phosphorus), 
4 – (GSB without nitrogen), 5 – (GSB 50% nitrogen),  

6 – (GSB without nitrogen and phosphorus), 7 – (GSB with 50% phosphorus  
and 50% nitrogen)

Ðаніше наìи було встановлено [1, 2, 3], що з усієї різноìанітності 
органі÷них низькоìолекулярних інтерìедіатів, лише внесення у серед-
овище пірувату і аöетату супроводжувалось зростанняì рівня глікогену 
в клітинах C. limicolа IÌВ Ê-8 що, о÷евидно, пояснюється функöіону-
ванняì у досліджуваних бактерій öиклу Àрнона, в проöесі роботи якого 
утворюється аöетат, який за у÷астю спеöифі÷ної аöетаткарбоксилази, 
карбоксилюється до пірувату з подальшиì його перетворенняì, у реак-
öіях глікогеногенолізу. 

Натоìість за уìов нітрогенного і фосфорного голодування внесен-
ня аöетату у середовище культивування стиìулювало нагроìадження 
глікогену до 150–160 ìг/г сухої ваги. Ñлід зазна÷ити, що за öих уìов 
спостерігали зниження біоìаси C. limicolа IÌВ Ê-8. Характерно, що 
клітини з підвищениì рівнеì синтезу глікогену, практи÷но повністю ви-
користовували ендогенну ìолекулярну глюкозу (рис. 2).

Àналогі÷ні дослідження були проведені, за уìов нітрогенного та фос-
форного голодування, із додатковиì внесення пірувату та аöетату. За 
öих уìов спостерігали також зниження біоìаси клітин C. limicolа IÌВ 
Ê-8, проте рівень глікогену в порівнянні з контролеì зростав ìайже у 
÷отири рази (рис. 3).
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Ðис. 2. Âплив ацетату на ріст (A) і синтез глікогену (B) та глюкози (С) за умов 
голодування по сполукам нітрогену та фосфору 

1 – (повноöінне GSB), 2 – (GSB + аöетат ), 3 – (GSB з 50% фосфору + аöетат), 
4 – (GSB без фосфору + аöетат ), 5 – (GSB з 50% азоту + аöетат), 

6 – (GSB без азоту + аöетат ), 7 – (GSB з 50% фосфору і 50% азоту + аöетат).

Fіg. 2. Effect of acetate on growth (A) and glycogen synthesіs (B) and glucose 
(C) under nіtrogen starvatіon іn the compounds and phosphorus 

 1 – (full GSB), 2 – (GSB + acetate), 3 – (GSB with 50% phosphorus + acetate), 
4 – (GSB without phosphorus + acetate), 5 – (GSB with 50% nitrogen + acetate),  

6 – (GSB without nitrogen + acetate), 7 – (GSB with 50% phosphorus  
and 50% nitrogen + acetate ).

Òакож слід зазна÷ити, що за наявності органі÷них донорів карбону 
(пірувату, аöетату, ізоöитрату та α–кетоглутарату) в середовищі спо-
стерігаються деякі відìінності у фотоасиìіляöії ÑО2 клітинаìи. 

Ðис. 3. Âплив ацетату та пірувату на ріст (A), синтез глікогену (B) і глюкози (С) 
за умов голодування по сполукам нітрогену та фосфору 

1 – (повноöінне GSB), 2 – (GSB + аöетат + піруват), 3 – (GSB з 50% фосфору 
+ аöетат+ піруват), 4 – (GSB без фосфору + аöетат + піруват), 5 – (GSB з 50% 

азоту + аöетат+ піруват), 6 – (GSB без азоту + аöетат + піруват), 7 – (GSB з 50% 
фосфору і 50% азоту + аöетат+ піруват).

Fіg. 3. Effect of acetate and pyruvate on growth (A), glycogen synthesіs (B) and 
glucose (C) under nіtrogen starvatіon іn the compounds and phosphorus 

1 – (full GSB), 2 – (GSB + acetate + pyruvate), 3 – (GSB with 50% phosphorus + 
acetate + pyruvate), 4 – (GSB without phosphorus + acetate + pyruvate), 5 – (GSB 
with 50% nitrogen + acetate + pyruvate), 6 – (GSB without nitrogen + acetate + 

pyruvate), 7 – (GSB with 50% phosphorus and 50% nitrogen + acetate + pyruvate).
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Òак при конöентраöії ÑО2 у середовищі на рівні 60ìÌ спостерігали 
ìаксиìальний ріст клітин і підвищений у три рази рівень глікогену у 
них (рис. 4). Натоìість наìи встановлено, що за уìов нітрогенного і 
фосфорного голодування та внесення органі÷них донорів карбону, зìен-
шення рівня ÑО2 в середовищі на 20% супроводжувалось зниженняì 
рівня біоìаси, при одно÷асноìу зростанні рівня глікогену в клітинах 
приблизно до 200–220 ìг/г сухої ваги (рис. 4). Подальше зìеншення 
вìісту ÑО2 супроводжувалось зниженняì інтенсивності фотосинтезу. 
Зростання рівня глікогену в клітинах при незна÷ноìу дефіöиті діоксиду 
карбону в середовищі, о÷евидно, ìожна пояснити пригні÷енняì реакöії 
карбоксилювання фосфоенолпірувату в оксалоаöетат і його використання 
у конструктивноìу анаболізìі вуглеводів [2, 3].

Ðис. 4. Âплив органічних джерел карбону на ріст (A) і синтез глікогену (B) та 
глюкози (С) за умов зниження концентрації СÎ2 в середовищі та голодуванні по 

сполуках нітрогену та фосфору 
 1 – (повноöінне GSB), 2 – (GSB з 50% фосфору і 50% азоту + аöетат + піруват 
+ a – кетоглутарат + ізоöитрат + 100 % ÑО2), 3 – (GSB з 50% фосфору і 50% 

азоту + аöетат + піруват + a – кетоглутарат + ізоöитрат + 80 % ÑО2).

Fіg. 4. Effect of organіc carbon sources on growth (A) and glycogen synthesіs 
(B) and glucose (C) under reducіng CO2 concentratіon іn the atmosphere, and 

starvatіon on nіtrogen and phosphorus compounds 
 1 – (full GSB), 2 – (GSB with 50% phosphorus and 50% nitrogen + acetate 

+ pyruvate + a – ketoglutarate + isocitrate + 100% CO2), 3 – (GSB with 50% 
phosphorus and 50% nitrogen + acetate + pyruvate + a – ketoglutarate + isocitrate + 

80% CO2).

Після встановлення вищевказаних законоìірностей наступниì кро-
коì у роботі було з’ясування ìожливості зростання синтезу глікогену за 
уìов внесення нітрат іону у середовище культивування відìитих клітин 
зелених сіркових бактерій. З öією ìетою було проведено забір клітин 
з експоненöіальної фази росту та проведено їх інкубаöії у суìіші, що 
ìістила NO3

–, HS–, CO2, за уìов освітлення. 
Згідно робіт [9, 10, 11] внесення нітрат іону в середовище культиву-

вання C. limicolа IÌВ Ê-8 призводить до блокування протеїногенезу і як 

010
0

50

100

150

200

250

42 31

 
 A  
 B
 C 

К
он
це
нт
ра
ці
я 
гл
ік
ог
ен
у 
та

 
гл
ю
ко
зи

, м
г/
г c
ух
ої

 в
аг
и

2

4

6

8
Бі
ом
ас
а,

 м
г/
мл

 
 



84 ISSN 2076–0558. Мікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 2    

Ì.Á. Ãорішний, С.П. Ãудзь

наслідок переклю÷ення конструктивного анаболізìу на глюко- і глікогено-
геноліз. Ñлід зазна÷ити, що за öих уìов стиìулюю÷ий вплив на анаболізì 
вуглеводів виявляє зìеншення конöентраöії ìінеральних коìпонентів 
інкубаöійної суìіші, оскільки вони виступають інтерìедіатаìи синтезу 
інших ìакроìолекул у клітинах досліджуваних прокаріот. З öією ìетою 
було також проведено зниження конöентраöії на 50% у інкубаöійній су-
ìіші таких сполук (KCl, CaCl2, ÌgSO4). Забір клітин для вищевказаного 
експериìенту проводився за уìов ìаксиìального надсинтезу глікогену 
(рис. 4). Ñлід зазна÷ити, що внесення клітин в інкубаöійну суìіш про-
водилось паралельно з контролеì (ìінеральне середовище GSB) (рис. 5). 
Після 48 годин інкубаöії за уìов освітлення наìи було встановлено, що 
вìіст глікогену у клітинах C. limicolа IÌВ Ê-8 становив 250 ìг/г сухої 
ваги, що в п’ять разів перевищувало конт рольні зразки.

Ðис. 5. Âплив різних компонентів інкубаційної суміші на біомасу (A), синтез 
глікогену (B) та глюкози (С) у клітинах C. limicolа IÌÂ Ê-8. 

Час інкубаöії 48 годин: 1 – (повноöінне GSB), 2 – (GSB з 50% фосфору і 50% азоту 
+ аöетат + піруват+ a – кетоглутарат + ізоöитрат + 80 % ÑО2), 3 – (GSB з 50% 

фосфору і 50% азоту + аöетат + піруват+ a–кетоглутарат + ізоöитрат + 80 % ÑО2 + 
NO3

- + 50% ìінеральне голодування).

Fіg. 5. Effect of dіfferent іncubatіon mіxture components on bіomass (A), glycogen 
synthesіs (B) and glucose (C) іn cells of C. limicola IMB K-8.

Incubation time 48 hours: 1 – (full GSB), 2 – (GSB with 50% phosphorus and 50% 
nitrogen + acetate + pyruvate + a – ketoglutarate + isocitrate + 80% CO2), 3 – (GSB 

with 50% phosphorus and 50 % nitrogen + acetate + pyruvate + a-ketoglutarate + 
isocitrate + 80% CO2 + NO3

-+ 50% mineral starvation).

Згідно літературних даних [12, 13, 14] конструктивний анаболізì 
фотореакöійних ìолекул в середовищі культивування аноксигенних фо-
тосинтетиків, повністю інгібується за відсутності солей ìагнію. За öих 
уìов, ÷астково, основні енергети÷ні ресурси клітини спряìовуються 
на біосинтез ендогенних вуглеводів. Наìи була перевірена ìожливість 
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інкубаöії відìитих клітин з ìаксиìальниì вìістоì глікогену за уìов 
відсутності ìагній хлориду в інкубаöійній суìіші та за уìов його 20% 
наявності, слід зазна÷ити, що таку конöентраöії MgSO4 ìи встановили 
раніше експериìентально [3] (рис. 6). Ñлід зазна÷ити, що за öих уìов 
різкого зростання конöентраöії глікогену не спостерігалось.

Ðис. 6. Âплив факторів середовища GSB на біомасу (A) і синтез глікогену (B) та 
глюкози (С) за умов зниження концентрації MgSO4. 

Час інкубаöії 48 годин: 1 – (повноöінне GSB), 2 – (GSB 1 (з 50% фосфору і 50% 
азоту + аöетат + піруват + a–кетоглутарат + ізоöитрат + 80 % ÑО2 + NO3

- + 50% 
ìінеральне голодування)), 3 – (GSB 1 + 20% MgSO4), 4 – (GSB 1 + 0% MgSO4).

Fіg. 6. Influence of envіronmental factors on GSB bіomass (A) and glycogen 
synthesіs (B) and glucose (C) under reducіng concentratіons MgSO4. 

Incubation time 48 hours: 1 – (full GSB), 2 – (GSB 1 (with 50% phosphorus and 50% 
nitrogen + acetate + pyruvate + a-ketoglutarate + isocitrate + 80% CO2 + NO3

-+ 50% 
mineral starvation)), 3 – (GSB 1 + 20% MgSO4), 4 – (GSB 1 + 0% MgSO4).

Наступниì крокоì у нашій роботі було дослідження, законоìірностей 
одно÷асного нагроìадження глікогену та аìінного нітрогену у клітинах 
зелених сіркових бактерій. З öією ìетою клітини одно÷асно вирощували 
за уìов зростання синтезу ендогенних вуглеводів (без внесення NO3

–) з 
подальшиì визна÷енняì конöентраöії ендогенних вуглеводів та аìінної 
форìи нітрогену (рис. 7). Ñлід зазна÷ити, що зростання конöентраöії 
глікогену супроводжувалось нагроìадженняì аìінного нітрогену в кіль-
кості 230 ìг/г сухої ваги. Натоìість у контрольних зразках (ìінеральне 
середовище GSB) вìіст ендогенних вуглеводів становив 50 ìг/г сухої 
ваги, а конöентраöія аìінного нітрогену 180–200 ìг/г сухої ваги.

Òакиì ÷иноì наìи встановлені деякі законоìірності нагроìадження 
ендогенних вуглеводів у клітинах зелених сіркових бактерій.
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Ðис. 7. Íагромадження амінної форми нітрогену клітинами C. limicolа IÌÂ Ê-8 за 
різних умов культивування

À – дослідний зразок (конöентраöія аìінного нітрогену за уìов стиìуляöії синтезу 
глікогену при відсутності NO3

–). B – дослідний зразок (зростання синтезу глікогену 
за уìов відсутності NO3

–). C – контроль, нагроìадження ендогенних вуглеводів 
клітинаìи на повноöінноìу середовищі GSB. D – контроль, нагроìадження аìінного 

нітрогену клітинаìи у повноöінноìу середовищі GSB.

Fіg. 7. Accumulatіon amіne nіtrogen form by cells C. limicola IÌÂ K-8 under 
varіous condіtіons of cultіvatіon

A – prototype (the concentration of amino nitrogen under the stimulation of glycogen 
synthesis in the absence of NO3

–). B – prototype (glycogen synthesis increase in the 
absence of NO3

–). C – control, accumulation of endogenous carbohydrate cells in full 
medium GSB. D – control, accumulation of amino nitrogen cells in full medium GSB.

Ñлід зазна÷ити, що за уìов ìінерального голодування, зниження 
конöентраöії діоксиду карбону в середовищі, наявності різних джерел 
органі÷ного карбону та внесення нітрат іону ìетаболізì зелених сіркових 
бактерій C. limicolа IÌВ Ê-8 зìіщується в сторону конструктивного ана-
болізìу вуглеводів. Однак, зìіщення ìетаболізìу в сторону анаболізìу 
вуглеводів, спри÷иняє зниження біоìаси клітин досліджуваного штаìу.
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ÎСÎÁÅÍÍÎСÒÈ ÊÎÍСÒÐУÊÒÈÂÍÎÃÎ ÀÍÀÁÎËÈЗÌÀ 
УÃËÅÂÎÄÎÂ Â ÊËÅÒÊÀÕ ЗÅËÅÍЫÕ СÅÐÍЫÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ 

CHLOROBIUM LIMICOLА IÌÂ Ê-8

Ðеферат

Зеленые серные бактерии Chlorobium limicolа IÌВ Ê-8 в проöес-
се аноксигенного фотосинтеза накапливают в клетках гликоген. Ðост 
уровня гликогена в клетках наблюдали при условии внесения в среду 
культивирования органи÷еских доноров углерода при одновреìенноì 
ìинеральноì голодании. В этих условиях 20% уìеньшение конöентра-
öии диоксида углерода и внесение нитрат иона в инкубаöионную сìесь 
сопровождалось снижениеì уровня биоìассы и ростоì интенсивности 
конструктивного анаболизìа углеводов в клетках C. limicola IÌВ Ê-8. 
Ñнижение конöентраöии диоксида углерода и ìинеральных коìпонентов 
среды GSB ведет к снижению интенсивности фотосинтеза в клетках 
зеленых серные бактерий.

Êлю÷евые  слова :  зеленые серные бактерии, глюкоза, гликоген.
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FEATURES OF CONSTRUCTIVE ANABOLISM 
OF CARBOHYDRATES IN THE CELLS OF GREEN SULFUR 

BACTERIA CHLOROBIUM LIMICOLA IMB K-8

Summary

Green sulfur bacteria Chlorobium limicola IÌВ K-8 accumulate glycogen 
in the cells during the process of annoxyphotosynthesis. There were observed 
increasing of glycogen levels in the cells under conditions of adding organic 
carbon donor into the culture medium while mineral starvation. Under these 
conditions, 20% reduction in carbon dioxide concentration and introducing 
nitrate ion in the incubation mixture was accompanied by reduction of 
biomass and increasing the intensity of anabolic structural carbohydrates 
in the cells C. limicola IÌВ K-8. Further reducing of the concentration of 
carbon dioxide and mineral components of the environment GSB leads to 
intensity decreasing of photosynthesis in the cells of green sulfur bacteria. 

Key  wo rds : green sulfur bacteria, glucose, glycogen.


