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CHLOROBIUM	LIMICOLA	IMB K-8

Досëіджено впëив ãідроãен суëьфіду на скëад фотосинтезуваëьниõ 
піãментів і уëьтраструктуру кëітин бактерій Chlorobium limicola 
IÌВ К-8. Встановëено, що підвищені концентрації H2S спричиняють 
зниження вмісту бактеріоõëорофіëів і каротиноїдів у кëітинаõ 
бактерій, втрату зв’язку õëоросом із цитопëазматичною мембраною 
та їõнє руйнування.

Кëючові сëова: Chlorobium limicola, фотосинтезуваëьний апарат, 
фотосинтезуваëьні піãменти, ãідроãен суëьфід.

Г³äðîгåí ñóëüф³ä ó âåëèêèх ê³ëüêîñòях óòâîðюєòüñя ñóëüфàòâ³äíîâ-
ëюâàëüíèìè бàêòåð³яìè â êàð’єðíèх âîäîéìàх, щî óòâîðèëèñя â ì³ñöях 
пðîìèñëîâîгî âèäîбóâàííя ñ³ðêè, òà є âàжëèâèì ÷èííèêîì зàбðóäíåííя 
äîâê³ëëя [7]. Öя ñпîëóêà ñпðè÷èíяє ð³зíîìàí³òí³ зàхâîðюâàííя ëюäåé ³ 
òâàðèí: зàпàëåííя îðгàí³â зîðó, пîðóшåííя фóíêö³îíóâàííя äèхàëüíîї òà 
íåðâîâîї ñèñòåì [13], à òàêîж âèêëèêàє пðèгí³÷åííя ðîñòó òà зàгèбåëü 
ì³êðîîðгàí³зì³â [14], âèяâëяє ìóòàгåííó òà êàíöåðîгåííó ä³ю [3, 12].

Ñ³ðêîîêèñíюâàëüí³ хåìîë³òîòðîфè âèêîðèñòîâóюòü H2S яê äжåðåëî 
åíåðг³ї [8], à фîòîñèíòåзóâàëüí³ ñ³ðêîâ³ бàêòåð³ї òà ö³àíîбàêòåð³ї – яê 
äîíîð åëåêòðîí³â ó пðîöåñ³ àíîêñèгåííîгî фîòîñèíòåзó [17], îäíàê ó п³äâè-
щåíèх êîíöåíòðàö³ях г³äðîгåí ñóëüф³ä пðèгí³÷óє ð³ñò öèх бàêòåð³é [4].

Ìåòîю ðîбîòè бóëî âèзíà÷èòè зì³íè â п³гìåíòíîìó ñêëàä³ фîòîñèí-
òåзóâàëüíèх зåëåíèх ñ³ðêîâèх бàêòåð³é Chlorobium limicola òà ñòðóêòóð³ 
їхíüîгî фîòîñèíòåзóâàëüíîгî àпàðàòó зà âпëèâó п³äâèщåíèх êîíöåíòðàö³é 
г³äðîгåí ñóëüф³äó.

Ìатерiали та методи
Ó äîñë³äàх âèêîðèñòîâóâàëè бàêòåð³ї Chlorobium limicola IÌÂ Ê-8 [1].
Бàêòåð³ї âèðîщóâàëè â ñåðåäîâèщ³ GSB [17], äî яêîгî äîäàâàëè 1 г/ë 

íàòð³é àöåòàòó òà 1 г/ë íàòð³é п³ðóâàòó, îñê³ëüêè ðàí³шå бóëî пîêàзàíî, 
щî ö³ ðå÷îâèíè ñòèìóëююòü ð³ñò äîñë³äжóâàíèх бàêòåð³é [4]. Êóëüòèâó-
âàííя пðîâîäèëè â àíàåðîбíèх óìîâàх пðè òåìпåðàòóð³ 30 °Ñ зà óìîâ 
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пîñò³éíîгî îñâ³òëåííя (÷åðâîíèé ñâ³òëîф³ëüòð, 40 ëê). Дëя ñòâîðåííя 
àíàåðîбíèх óìîâ пðîб³ðêè пîâí³ñòю зàпîâíюâàëè ñåðåäîâèщåì ³ зàêðè-
âàëè гóìîâèìè êîðêàìè.

Дëя äîñë³äжåííя âпëèâó г³äðîгåí ñóëüф³äó íà ñêëàä п³гìåíò³â ó 
êë³òèíàх бàêòåð³é äî òðèäîбîâîї êóëüòóðè, âèðîщåíîї â ñåðåäîâèщ³ з 
îпòèìàëüíîю êîíöåíòðàö³єю H2S (4 ìÌ) [4], äîäàâàëè íàòð³é ñóëüф³ä ó 
êîíöåíòðàö³ях 5, 6 òà 7 ìÌ ³ пðîäîâжóâàëè êóëüòèâóâàííя щå пðîòягîì 
1 äîбè. Êîíòðîëåì ñëóгóâàëà ÷îòèðèäîбîâà êóëüòóðà, яêó êóëüòèâóâà-
ëè бåз äîäàòêîâîгî âíåñåííя Na2S. Åêñòðàêö³ю òà ðîзä³ëåííя п³гìåíò³â 
зä³éñíюâàëè, яê îпèñàíî ðàí³шå [5]. Ñпåêòðè пîгëèíàííя îòðèìàíèх 
åêñòðàêò³â âèзíà÷àëè íà ñпåêòðîфîòîìåòð³ ÑФ-46.

Дëя äîñë³äжåííя óëüòðàñòðóêòóðíèх зì³í ó êë³òèíàх бàêòåð³é їх âè-
ðîщóâàëè пðîòягîì òðüîх ä³б ³ âíîñèëè íàòð³é ñóëüф³ä äî êîíöåíòðàö³ї 
7 ìÌ. Чåðåз äîбó êë³òèíè äâ³÷³ â³äìèâàëè äèñòèëüîâàíîю âîäîю, îñà-
äжóâàëè öåíòðèфóгóâàííяì пðè 15 000 g пðîòягîì 15 хâ ³ ф³êñóâàëè 
â 1,5% ðîз÷èí³ ÎsÎ4 â êàêîäèëàòíîìó бóфåð³ (ðÍ 7,2) пðîòягîì 90 хâ 
пðè 0 °Ñ. Ф³êñîâàí³ êë³òèíè зíåâîäíюâàëè â ðîз÷èíàх з³ зðîñòàю÷èìè 
êîíöåíòðàö³яìè åòàíîëó òà пðîп³ëåí îêñèäó é пåðåíîñèëè â åпîêñèäíó 
ñìîëó Embed-812. Óëüòðàòîíê³ зð³зè êë³òèí îòðèìóâàëè íà óëüòðàì³-
êðîòîì³ ÓÌÒП–6 ³ êîíòðàñòóâàëè пëюìбóì öèòðàòîì зà Ðåéíîëüäñîì 
[18]. Пåðåгëяä ³ фîòîгðàфóâàííя зðàзê³â зä³éñíюâàëè â åëåêòðîííîìó 
òðàíñì³ñ³éíîìó ì³êðîñêîп³ ПÅÌ-100 зà пðèñêîðюâàëüíîї íàпðóгè 75 êÂ.

Êîíöåíòðàö³ю г³äðîгåí ñóëüф³äó âèзíà÷àëè фîòîåëåêòðîêîëîðèìå-
òðè÷íî [20] íà ÊФÊ-3.

Óñ³ äîñë³äè пðîâîäèëè â òðèêðàòí³é пîâòîðíîñò³. Ñòàòèñòè÷íå îпðà-
öюâàííя îòðèìàíèх ðåзóëüòàò³â пðîâîäèëè з âèêîðèñòàííяì пðîгðàìè 
“Origin 6.1». Ðåзóëüòàòè пðåäñòàâëåí³ яê ñåðåäíє зíà÷åííя з пîпðàâêîю 
íà ñòàíäàðòíó пîхèбêó (Ì±m). Дîñòîâ³ðí³ñòü äàíèх òà ð³зíèö³ ì³ж íèìè 
îö³íюâàëè зà êîåф³ö³єíòîì Ñòüюäåíòà пðè ð³âí³ äîñòîâ³ðíîñò³ Ð < 0,05 [6].

Ðезультати та їх обговорення
Â³äîìî [4], щî îпòèìàëüíîю êîíöåíòðàö³єю г³äðîгåí ñóëüф³äó äëя 

ðîñòó бàêòåð³é C. limicola IÌÂ-Ê-8 є 4 ìÌ. Зб³ëüшåííя êîíöåíòðàö³ї ö³єї 
ñпîëóêè пðèзâîäèòü äî ñпîâ³ëüíåííя ðîñòó, à зà íàяâíîñò³ â ñåðåäîâèщ³ 
6 ìÌ H2S ð³ñò бàêòåð³é ³íг³бóєòüñя пîâí³ñòю.

Ó бàêòåð³é C. limicola îпèñàí³ ÷îòèðè îñíîâí³ фîòîñèíòåзóâàëüí³ 
п³гìåíòè: бàêòåð³îхëîðîф³ëè с òà d é êàðîòèíîїäè ³зîðåí³åðàòèí ³ хëî-
ðîбàêòèí [5]. Ó ðåàêö³éíîìó öåíòð³ òà â ñêëàä³ пëàñòèíêè, щî з’єäíóє 
хëîðîñîìè з öèòîпëàзìàòè÷íîю ìåìбðàíîю, ó íåâåëèêèх ê³ëüêîñòях âè-
яâëåíèé бàêòåð³îхëîðîф³ë а [17, 2].

Åêñòðàêòè з êë³òèí C. limicola, íå îбðîбëåíèх г³äðîгåí ñóëüф³äîì 
(êîíòðîëü), ìàëè ìàêñèìóìè пîгëèíàííя пðè 421, 630, 665 òà 765–767 íì 
(ðèñ. 1). Пåðшèé ìàêñèìóì (421 íì) â³äпîâ³äàє бàêòåð³îхëîðîф³ëó d, 
àëå ìîжå äîпîâíюâàòèñя ìàêñèìóìàìè пîгëèíàííя бàêòåð³îхëîðîф³ëó c 
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òà хëîðîбàêòèíó. Дðóгèé – öå îäèí ³з ìàêñèìóì³â бàêòåð³îхëîðîф³ëó с. 
665 íì пåðåбóâàє ì³ж бëèзüêî ðîзì³щåíèìè ìàêñèìóìàìè пîгëèíàííя 
бàêòåð³îхëîðîф³ë³â с òà d, à 765–767 íì бëèзüêèé äî îñíîâíîгî ìàê-
ñèìóìó пîгëèíàííя бàêòåð³îхëîðîф³ëó а – 773 íì [10]. Öåé ìàêñèìóì 
пîгëèíàííя âèðàжåíèé ñëàбî.

Ðис. 1. Спектри поглинання свiтла екстрактами з клiтин бактерiй C.	limicola	IÌВ 
Ê-8 за наявностi в середовищi рiзних концентрацiй гiдроген сульфiду  

(бiомаса – 0,32 мг/мл, оптичний шлях – 1 см)

Fig. 1. Light absorption spectra by C.	limicola	IMV K-8 cells extracts 
(0.32 mg of cells/ml, optical length – 1 sm) at the presence of different hydrogen 

sulfide concentrations

Дëя äîñë³äжåííя âì³ñòó ð³зíèх п³гìåíò³â зà ä³ї п³äâèщåíèх êîíöåí-
òðàö³é г³äðîгåí ñóëüф³äó ñпî÷àòêó åêñòðàгóâàëè п³гìåíòè з êë³òèí, íà 
яêèх ä³яëè г³äðîгåí ñóëüф³äîì êîíöåíòðàö³єю 5–7 ìÌ пðîòягîì îäí³єї 
äîбè. Їхí³ ñпåêòðè пîгëèíàííя ñâ³òëà пðè äîâжèíàх хâèëü 350–850 íì 
пðåäñòàâëåí³ íà ðèñ. 1. Àíàë³з äîñë³äó пîêàзàâ, щî г³äðîгåí ñóëüф³ä 
ñпðè÷èíяє зíèжåííя зàгàëüíîї îпòè÷íîї гóñòèíè åêñòðàêò³â ³ зì³щåííя 
ìàêñèìóìó пîгëèíàííя â îбëàñò³ 421 íì ó б³ëüш êîðîòêîхâèëüîâó зîíó 
(406–408 íì).
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Òàêèì ÷èíîì, ìàêñèìóì пîгëèíàííя пðè 421 íì ìîжå бóòè ñóìîю 
ìàêñèìóì³â пîгëèíàííя щîíàéìåíшå òðüîх п³гìåíò³â, òîìó éîгî зì³щåííя 
п³ä ä³єю г³äðîгåí ñóëüф³äó ìîжå ñâ³ä÷èòè àбî пðî х³ì³÷íó ìîäèф³êàö³ю 
п³гìåíò³â [11], àбî пðî зì³íó їхíüîгî ê³ëüê³ñíîгî ñп³ââ³äíîшåííя.

Íà íàñòóпíîìó åòàп³ ðîбîòè äîñë³äèëè ê³ëüê³ñí³ зì³íè фîòîñèíòåзó-
âàëüíèх п³гìåíò³â зà óìîâ âпëèâó H2S. Дëя öüîгî пðîâîäèëè ðîзä³ëåííя 
п³гìåíò³â ìåòîäîì òîíêîшàðîâîї хðîìàòîгðàф³ї [5].

Ðåзóëüòàòè àíàë³зó ê³ëüê³ñíîгî ñêëàäó п³гìåíò³â п³ñëя їхíüîї åëю-
ö³ї з хðîìàòîгðàì пîêàзàëè, щî г³äðîгåí ñóëüф³ä ñпðè÷èíяє зíèжåííя 
êîíöåíòðàö³ї яê бàêòåð³îхëîðîф³ë³â, òàê ³ êàðîòèíîїä³â ó êë³òèíàх. Пðè 
öüîìó êîíöåíòðàö³я бàêòåð³îхëîðîф³ë³â зíèжóєòüñя â 2,3 ðàзó пîð³âíяíî 
з êîíòðîëåì âжå зà êîíöåíòðàö³ї H2S 5 ìÌ. Пîäàëüшå зðîñòàííя êîí-
öåíòðàö³ї г³äðîгåí ñóëüф³äó ñóòòєâî íå âпëèâàє íà âì³ñò бàêòåð³îхëîðî-
ф³ë³â. Êîíöåíòðàö³я êàðîòèíîїä³â зà íàяâíîñò³ 5–6 ìÌ г³äðîгåí ñóëüф³äó 
зìåíшóєòüñя пîñòóпîâî (ðèñ. 2).

Ðис. 2. Вмiст бактерiохлорофiлiв i каротиноїдiв у клiтинах C.	limicola	IÌВ Ê-8 
пiсля додаткового внесення рiзних концентрацiй гiдроген сульфiду.  

* – ðåзóëüòàòè, äîñòîâ³ðíî â³äì³íí³ â³ä êîíòðîëю

Fig. 2. Bacteriochlorophylls and carotenoids content in the cells of C.	limicola	IMV 
K-8 after the addition of different hydrogen sulfide concentrations.  

* – reliably different from the control results
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Îñê³ëüêè бàêòåð³îхëîðîф³ëè ì³ñòяòü ó ñâîєìó ñêëàä³ àòîì ìàгí³ю [8], 
зíèжåííя їхíüîї êîíöåíòðàö³ї ìîжå бóòè пîâ’язàíå з бåзпîñåðåäíüîю 
âзàєìîä³єю ìåòàëó з г³äðîгåí ñóëüф³äîì [9]. Â³äîìî, щî г³äðîгåí ñóëüф³ä 
³íг³бóє àêòèâí³ñòü ìåòàëîâì³ñíèх фåðìåíò³â [13]. Îòжå, зíèжåííя âì³ñ-
òó бàêòåð³îхëîðîф³ë³â ìîжå бóòè пîâ’язàíå з пîíèжåííяì àêòèâíîñò³ 
пîðфîб³ë³íîгåíñèíòåòàзè (ÊФ 4.2.1.24), яêà ì³ñòèòü öèíê ³ àêòèâóєòüñя 
ìàгí³єì [15], ³ пðîòîхëîðîф³ë³äðåäóêòàзè (ÊФ 1.3.1.33), ó ñêëàä³ яêîї âè-
яâëåíèé Фåðóì [17]. Зíèжåííя âì³ñòó êàðîòèíîїä³â ìîжíà пîâ'язàòè з 
àêòèâí³ñòю фåðìåíòó 4-г³äðîêñè-3-ìåòèëбóòèë-2-åí³ëäèфîñфàòðåäóêòàзè 
(ÊФ 1.17.1.2), яêèé ì³ñòèòü фåðóì [19] ³ òàêîж, ìîжëèâî, ³íг³бóєòüñя 
г³äðîгåí ñóëüф³äîì [13].

Åëåêòðîííîì³êðîñêîп³÷í³ äîñë³äжåííя êë³òèí бàêòåð³é C. limicola, 
îбðîбëåíèх п³äâèщåíèìè êîíöåíòðàö³яìè H2S, пîêàзàëè, щî íàяâí³ñòü 
г³äðîгåí ñóëüф³äó â ñåðåäîâèщ³ âèêëèêàє пîì³òí³ зì³íè â ñòðóêòóð³ фî-
òîñèíòåзóâàëüíîгî àпàðàòó. Зîêðåìà, зà êîíöåíòðàö³ї ö³єї ñпîëóêè 7 ìÌ 
ñпîñòåð³гàєòüñя â³ää³ëåííя хëîðîñîì â³ä öèòîпëàзìàòè÷íîї ìåìбðàíè òà 
зìåíшåííя їхíüîї ê³ëüêîñò³ (ðèñ. 3). Î÷åâèäíî, п³ñëя â³ää³ëåííя â³ä öè-
òîпëàзìàòè÷íîї ìåìбðàíè âîíè äåгðàäóюòü.

Ðис. 3. Вплив гiдроген сульфiду на ультраструктуру клiтин C.	limicola	IÌВ Ê-8: 
а – контроль, б – 7 мÌ (½12 000).

1 – êë³òèííà ñò³íêà, 2 – хëîðîñîìè, 3 – âêëю÷åííя гë³êîгåíó, 4 – öèòîпëàзìà

Fig. 3. Influence of hydrogen sulfide on C.	limicola	IMV K-8 cell ultrastructure: 
a – control, б – 7 mM (½12 000).

1 – cell wall, 2 – chlorosomes, 3 – glycogen incorporations, 4 – cytoplasm

Òàêèì ÷èíîì, ðåзóëüòàòàìè äîñë³äжåíü пîêàзàíî, щî г³äðîгåí ñóëüф³ä 
пðèгí³÷óє ñèíòåз фîòîñèíòåзóâàëüíèх п³гìåíò³â ³ пîðóшóє ñòðóêòóðó é 
фóíêö³ї фîòîñèíòåзóâàëüíîгî àпàðàòó зåëåíèх ñ³ðêîâèх бàêòåð³é.
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ВËИßÍИÅ СÅÐÎВÎÄÎÐÎÄА ÍА ФÎÒÎСИÍÒÅЗИÐУЮЩИЙ 
АППАÐАÒ ÁАÊÒÅÐИЙ CHLOROBIUM	LIMICOLA	ИMB K-8

Ðеферат

Èññëåäîâàíî âëèяíèå ñåðîâîäîðîäà íà ñîñòàâ фîòîñèíòåзèðóющèх 
пèгìåíòîâ è óëüòðàñòðóêòóðó êëåòîê бàêòåðèé Chlorobium limicola ÈÌÂ 
Ê-8. Óñòàíîâëåíî, ÷òî H2S â êîíöåíòðàöèях 5–7 ìÌ âызыâàåò óìåíüшåíèå 
îбщåé îпòè÷åñêîé пëîòíîñòè эêñòðàêòîâ пèгìåíòîâ è ñìåщåíèå ìàêñèìó-
ìà пîгëîщåíèя пðè 421 íì â бîëåå êîðîòêîâîëíîâóю зîíó (406–408 íì). 
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Ðåзóëüòàòы êîëè÷åñòâåííîгî àíàëèзà пèгìåíòîâ пîñëå èх ðàзäåëåíèя ìå-
òîäîì òîíêîñëîéíîé хðîìàòîгðàфèè пîêàзàëè, ÷òî â êîíöåíòðàöèè 5 ìÌ 
ñåðîâîäîðîä âызыâàåò пîíèжåíèå ñîäåðжàíèя бàêòåðèîхëîðîфèëëîâ â 
êëåòêàх бàêòåðèé â 2,3 ðàзà пî ñðàâíåíèю ñ êîíòðîëåì. Пðè êîíöåíòðà-
öèях эòîгî ñîåäèíåíèя 5–6 ìÌ íàбëюäàåòñя пîñòåпåííîå óìåíüшåíèå 
êîíöåíòðàöèè êàðîòèíîèäîâ.

Â êîíöåíòðàöèè 7 ìÌ H2S âызыâàåò îòäåëåíèå хëîðîñîì îò öèòî- âызыâàåò îòäåëåíèå хëîðîñîì îò öèòî-
пëàзìàòè÷åñêîé ìåìбðàíы è óìåíüшåíèå èх êîëè÷åñòâà. Пî-âèäèìîìó, 
пîñëå îòäåëåíèя îò ìåìбðàíы îíè äåгðàäèðóюò.

Êëю÷åâыå ñëîâà: Chlorobium limicola, фîòîñèíòåзèðóющèé àппà-
ðàò, фîòîñèíòåзèðóющèå пèгìåíòы, ñåðîâîäîðîä.

ÓДÊ 579.[22:811.41]:546.221.1

A.A. Halushka, M.B. Gorishny, O.R. Kulachkovsky, S.P. Gudz 

Ivan Franko National University of Lviv, 4, Grushevsky str., Lviv, 79005, Ukraine, tel.: 
+38 (032) 239 43 57, e-mail: a_halushka@mail.ru

INFLUENCE OF HYDROGEN SULFIDE ON THE 
PHOTOSYNTHETIC APPARATUS OF CHLOROBIUM	

LIMICOLA	IMV K-8

Summary

Influence of hydrogen sulfide on Chlorobium limicola IÌÂ Ê-8 photo- photo-
synthetic pigments composition and cells ultrastructure is studied. H2S at 
concentrations 5–7 mM causes the decrease of pigments extracts optical 
density and absorption maximum at 421 nm transition to lower wavelength 
(406–408 nm). The results of pigments quantitative analysis after their 
separation by thin-layer chromatography have shown that at concentration 
5 mM hydrogen sulfide causes 2.3 times decrease of bacteriochlorophylls 
content in bacterial cells, compared to control. The decrease of carotenoids 
content at this compound concentrations 5–6 mM is observed.

At concentration 7 mM H2S causes the disconnection of chlorosomes 
from cytoplasm membrane and the decrease of their quantity. Probably, 
chlorosomes degrade after the disconnection from membrane.

Key words: Chlorobium limicola, photosynthetic apparatus, photo- photosynthetic apparatus, photo-
synthetic pigments, hydrogen sulfide.
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