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Досліджено закономірності нагромадження глікогену в клітинах 
Chlorobium limicola Ya-2002 залежно від концентрації азоту і фосфору в 
середовищі. Встановлено, що вміст глікогену у клітинах бактерій максима-
льний – 80 мг/г клітин – в умовах інкубування у середовищі, до якого не 
вносили фосфату чи амонію. Калію нітрат у концентрації 12 мМ повністю 
інгібує використання амонійного азоту клітинами C. limicola. 
Ключові слова: Chlorobium limicola, глікоген, дефіцит фосфору, дефіцит 

азоту. 

Фотосинтезувальні зелені сіркові бактерії – облігатні фотолітоавтотрофи. Середо-
вища їхнього існування у природі формуються на стику безкисневих і кисневмісних вод, у 
яких часто виникає дефіцит фосфору й азоту [6]. За цих умов у мікроорганізмів 
спостерігається біосинтез запасних полісахаридів, зокрема глікогену [17]. Здатність син-
тезувати цю сполуку описана для Escherichia coli [9], Anabaena variabilis [13], C. limicola 
[2]. Зелені сіркові бактерії здійснюють аноксигенний фотосинтез, використовуючи Н2S як 
донор електронів. Джерелом вуглецю для них служить СО2. Таким чином, ці бактерії мо-
жуть бути джерелом біомаси на дешевих середовищах і, крім того, очищувати довкілля 
від отруйного сірководню. На Прикарпатті, де з 60-х років минулого сторіччя відбувався 
промисловий видобуток сірки, на місці сірковидобувних кар’єрів утворилися великі во-
дойми (в тому числі озеро Яворівське площею 1080 га), де інтенсивно відбуваються про-
цеси дисиміляційної сульфатредукції, продуктом якої є сірководень. Ця отруйна сполука 
забруднює навколишнє середовище та є серйозною перешкодою на шляху до ревіталізації 
водойм і їхнього використання в господарських цілях. 

Попередні дослідження, виконані на кафедрі мікробіології, показали, що на сере-
довищі з натрію сульфідом C. limicola Ya-2002 може нагромаджувати в клітинах гліко-
ген, аналогічний глікогенові печінки бика [2]. Метою цієї роботи було дослідити вплив 
різних концентрацій амонію та фосфату на утворення глікогену в клітинах C. limicola. 

У дослідах використовували зелені фотосинтезувальні бактерії Chlorobium limi-
cola, штам Ya-2002 [3]. Бактерії вирощували за анаеробних умов в анаеростатах Genbox 
Jar 7.0 L. France (для поглинання кисню застосовували генератори для анаеробів Genbox 
anaer фірми Biomerieux) протягом 7–8 діб при температурі 24–25˚С у рідкому середови-
щі для зелених сіркобактерій GSB (green sulfur bacteria) такого складу (г/л): КН2РО4 – 
0,3, NH4Cl – 0,34, KCl – 0,34, CaCl2×2H2O – 0,15, MgSO4×7H2O – 0,5. Після автоклаву-
вання додавали (мл/л): 10% NaHCO3 – 15, 1M Na2S×9H2O – 2,5, розчин мікроелементів 
SL10 – 1 [12]. Культуру освітлювали променями з довжиною хвилі 700-800 нм інтенсив-
ністю 40 лк. Оптичну густину суспензії визначали фотоелектроколориметрично (λ=450 
нм, довжина оптичного шляху 3 мм, фотоелектроколориметр КФК-3). Біомасу (мг/мл) 
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визначали за попередньо побудованою калібрувальною кривою. Клітини осаджували 
центрифугуванням при 8000 об/хв. Для визначення вмісту глікогену C. limicola культи-
вували протягом десяти діб, із відмитої суспензії отримували безклітинні екстракти за 
допомогою ультразвукового дезінтегратора УЗДН-2Т. Гідроліз глікогену безклітинних 
екстрактів проводили кип’ятінням протягом трьох годин з 1 н сірчаною кислотою. Глі-
коген визначали за різницею рівнів глюкози до та після гідролізу ферментативно за до-
помогою аналітичного набору «Діаглюк» [1]. Концентрацію амонію у середовищі ви-
значали колориметрично за утворенням індофенолу [16]. Фосфати визначали колори-
метрично реакцією з ванадомолібдофосфатом [4]. 

У літературі є мало даних про метаболізм фосфору в клітинах фотосинтезуваль-
них бактерій. Відомо, що фототрофні бактерії для росту потребують невеликих кількос-
тей неорганічного фосфату. У пурпурових сіркових бактерій Chromatium vinosum вияв-
лено декілька транспортних систем, які забезпечують перенесення фосфору в клітину 
залежно від його концентрації [6]. Однак вміст фосфору в середовищі значною мірою 
визначає напрям метаболізму клітини. Зокрема, низький рівень фосфату сприяє біосин-
тезові полісахариду в клітинах [11]. У цьому аспекті цікавим об’єктом є фотосинтезува-
льні бактерії C. limicola, які здатні утворювати внутрішньоклітинний глікоген [2] і роз-
глядаються як перспективне джерело його промислового одержання [8]. Виходячи з 
того, що умови нагромадження названого полісахариду ще недостатньо вивчені, ми 
дослідили спочатку динаміку використання фосфатів ростучою культурою C. limicola і 
встановили (рис. 1), що із 2 мM фосфату, наявних у середовищі GSB, яке використову-
ється для культивування зелених сіркових бактерій, клітини використовують на восьму 
добу культивування (перехід у стаціонарну фазу) лише 50% фосфору.  

У подальших експериментах ми перевірили, як росте культура за нижчих концен-
трацій фосфату в середовищі (рис. 2).  

Дані цього експерименту показали, що найвищий рівень біомаси бактерії нагро-
маджували у середовищі з 2 мМ фосфату. При зниженні концентрації цієї солі ріст 
C. limicola був дещо слабшим, 
зокрема, за наявності в сере-
довищі 0,05 мM KH2PO4 і 
менше рівень нагромадженої 
біомаси знизився на 34% по-
рівняно з культурою, що ви-
росла в середовищі GSB, яке 
містить 2 мM фосфату. Тако-
го ж рівня біомаси культура 
досягала і в середовищі без 
додавання фосфору, що узго-
джується з даними Baneras, 
згідно з якими фотосинтезу-
вальна активність фототроф-
них бактерій не визначається 
концентрацією неорганічного 
фосфату в середовищі, а не-
значне нагромадження біома-
си свідчить про те, що кліти- Рис. 1. Поглинання фосфат-іонів у процесі росту C. limicola. 
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ни C. limicola містять певні 
запаси доступного фосфору [6]. 

Оскільки зелені сіркові 
бактерії C. limicola розглядають 
як потенційні продуценти гліко-
гену на відносно дешевому се-
редовищі, яким є GSB, то ця 
властивість бактерій може мати 
важливе практичне значення. У 
наступному експерименті дослі-
дили вплив різних концентрацій 
фосфату на нагромадження глі-
когену клітинами C. limicola. 
Вихідні відмиті клітини десяти-
добової культури використову-
вали як контроль. Виявилося, 
що після 48 год інкубування 
бактерій у середовищах із різ-
ним вмістом фосфату рівень 
глікогену в клітинах обернено 
пропорційно залежав від вмісту 
фосфатів у середовищі та дося-
гав максимуму (80 мг/г клітин) 
в клітинах, які інкубували без 
фосфатів (рис. 3). За наявності в 
середовищі 2 мM КН2РО4, що 
відповідає його вмістові у сере-
довищі GSB, рівень глікогену в 
клітинах був низький і після 
двох діб інкубування зростав 
лише на 15% порівняно з вихід-
ними клітинами. 

Levy, Ballicora встанови-
ли, що у представників роду 
Rhodobacter і деяких ціанобак-
терій неорганічний фосфат 
регулює активність АДФ-
глюкозоп ірофосфорилази 
(ключового ферменту біосин-
тезу глікогену) за принципом 
негативного зворотного зв’язку. Подібний ефект неорганічного фосфату описаний для 
Agrobacterium tumefaciens, Rhodobacter globiformis та ціанобактерій Synechococcus sp. 
[5]. Отже, рівень глікогену у клітинах C. limicola обернено пропорційно залежав від 
концентрації фосфату і був максимальним, коли у середовище фосфату не додавали. 

Ми вже повідомляли, що C. limicola здатний використовувати як джерела азоту 
солі амонію, амінний азот та здійснювати азотфіксацію. Ці бактерії не можуть викорис-

Рис. 2. Ріст C. limicola у середовищі з різними концентрація-
ми фосфату. 

Рис. 3. Вміст вільної глюкози та глікогену у клітинах C. limi-
cola після 48 годин інкубування з різними концентра-
ціями фосфату. 
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товувати нітрати як джерело азоту. Крім того, останні інгібують ріст бактерій [2]. Згідно 
з даними Dietzler, рівень глікогену в клітинах E. coli залежить від вмісту амонійного 
азоту в середовищі. Подібний ефект цієї форми азоту на синтез полісахаридів показано 
для Spirulina maxima [19] та Mycobacterium smegmatis [12]. 

Ми дослідили вплив різних концентрацій амонійного азоту на синтез глікогену і 
показали чітку залежність між концентрацією азоту в середовищі і рівнем глікогену в клі-
тинах. Зниження концентрації амоній хлориду в середовищі супроводжується зростанням 
нагромадження цього полісахариду в клітинах (рис. 4). При мінімальних концентраціях 
амонію хлориду та за умов його відсутності у середовищі рівень глікогену в клітинах зро-
став у два рази, тоді як при концентраціях 3,2 мM та 6,4 мM спостерігалося дуже незначне 
зростання вмісту глікогену, а за наявності 12,8 мM та 19,2 мM амоній хлориду рівень глі-
когену в клітинах не змінювався порівняно з вихідними клітинами. 

Оскільки C. limicola, як і багато інших представників зелених сіркових бактерій, 
здатні фіксувати атмосферний азот [7, 14, 20], виникли певні труднощі у створенні дефі-
циту азоту в клітинах. Щоб подолати цей бар’єр, ми використали встановлену нами 
здатність нітратів інгібувати ріст C. limicola. Дослідження впливу різних концентрацій 
нітратів на засвоєння амонійного азоту показало (рис. 5, а), що інгібуюча дія нітратів 
залежить від їхньої концентрації у середовищі. Можливо, припинення росту клітин у 
присутності нітратів є наслідком пригнічення транспорту амонію і створення його дефі-
циту в клітинах. Згідно з даними Wimpennya та Martinez, інгібуюча дія нітратів у Aero-
bacter aerоgenes, E. coli та Rhodobacter capsulatus спрямована на активність фумарази й 
аконітази окислювального ЦТК [21]. На відміну від них, у C. limicola функціонує відно-
вний ЦТК (цикл Арнона), який відіграє особливо важливу роль, оскільки постачає клі-
тину життєво необхідними акцепторами СО2. Таким чином ці ферменти забезпечують 
функціонування енергетичного і конструктивного метаболізму клітин. За умов інгібую-
чої дії нітратів, очевидно, діє лише частина циклу, пов’язана з функціонуванням піруват-
синтази та фосфоенолпіру-
ватсинтази, які забезпечу-
ють утворення глікогену. 

Встановлено, що у 
присутності нітратів при-
гнічується використання 
інших форм азоту. На 
рис. 5, а показано вплив 
різних концентрацій калію 
нітрату на використання 
амонійного азоту зі середо-
вища ростучою культурою 
C. limicola. Поглинання 
амонію клітинами знижува-
лося зі зростанням вмісту 
нітрату в середовищі. За 
відсутності нітрату в сере-
довищі рівень амонійного 
азоту протягом п’яти діб 
культивування знизився 

Рис. 4. Вміст вільної глюкози та глікогену у клітинах C. limicola 
після 48 год інкубування з різними концентраціями амо-
нію. 
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більше ніж у 10 разів. Невисокі концентрації калію нітрату (0,5 мМ та 1 мМ) незначно 
сповільнювали поглинання амонійного азоту і забезпечували нагромадження невеликої 
біомаси (рис. 5, б). 12 мМ та 8 мМ калію нітрату в середовищі суттєво пригнічували по-
глинання амонію клітинами C. limicola, і його вміст протягом першої доби не змінювався, 
а при 4 мМ вміст амонійного азоту знизився менше ніж на 20% порівняно з контролем, де 
амоній вичерпався на 65%. Концентрація калію нітрату 12 мМ повністю пригнічувала ріст 
культури (рис. 5, б), що, очевидно, пов’язано з азотним голодуванням. 

Наступним етапом роботи було дослідження нагромадження глікогену в процесі 
культивування бактерій і залежно від ступеня використання амонію. Рис. 6 демонструє 
взаємозв’язок між ростом і 
утворенням глікогену в кліти-
нах C. limicola.  

Протягом перших діб 
культивування, коли амоній зі 
середовища повністю не вичер-
паний (рис. 5, а), глікоген у 
клітинах виявляли у слідових 
кількостях. Зростання рівня 
глікогену в клітинах після шес-
ти діб культивування, очевид-
но, пов'язане з використанням 
клітинами амонію зі середови-
ща і виникненням його дефіци-
ту. Подібні результати отрима-
ли Ernst та Boger для Anabaena 
variabilis [13]. Максимальний 
рівень утворення глікогену (35 
мг/г клітин) у клітинах C. limi-
cola спостерігається на момент 
майже повного вичерпування 
амонійного азоту зі середови-
ща (дев’ята доба культивуван-
ня). Після цього рівень ендо-
генного глікогену знижувався, 
хоча біомаса клітин ще продов-
жувала зростати. Очевидно, 
така динаміка нагромадження 
г л і к о г е н у  о б у м о в л е н а 
"включенням" нітрогеназної 
системи, яка, як відомо, регу-
люється іонами амонію [20], 
появою у клітинах додаткових 
кількостей азоту за рахунок 
азотфіксації та, як наслідок, 
зниження рівня глікогену в 
клітинах. 

Рис. 5. Поглинання іонів амонію культурою C. limicola (а) та 
нагромаджена біомаса у стаціонарній фазі росту (б) в 
середовищах із різними концентраціями нітрату. 

Рис. 6. Нагромадження глікогену та використання амонійного 
азоту у процесі росту C. limicola Ya-2002. 
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Таким чином, дослідження залежності вмісту глікогену від концентрації амонію 
та фосфату в середовищі показало, що рівень глікогену в клітинах, які інкубували без 
амонію чи фосфату, був максимальним і удвічі перевищував контрольний. Такі резуль-
тати можуть бути використані для розроблення практичних рекомендацій щодо оптимі-
зації середовища культивування C. limicola з метою промислового одержання глікогену. 
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GLYCOGEN SYNTHESIS IN THE CELLS OF CHLOROBIUM LIMICOLA  

UNDER THE CONDITIONS OF VARIOUS NITROGEN  
AND PHOSPHORUS SUPPLEMENTATION 

O. Levytska, S. Gudz  

Ivan Franko National University of Lviv 
4, Grushevskyi St., Lviv 79005, Ukraine 

e-mail: o_levytska@yahoo.com 

The intracellular glycogen accumulation was investigated in Chlorobium 
limicola in dependence of nitrogen and phosphorus concentrations in the me-
dium. Incubation in the media without phosphorus or ammonia provided the 
highest level of the glycogen in the cells of these bacteria – 80 mg/g of cells. 12 
mM of potassium nitrate completely inhibits the uptake of ammonium by the 
cells of C. limicola. 
Key words: Chlorobium limicola, glycogen, phosphorus limitation, nitrogen 

limitation. 
 

ОБРАЗОВАНИЕ ГЛИКОГЕНА В КЛЕТКАХ  
CHLOROBIUM LIMICOLA В УСЛОВИЯХ РАЗЛИЧНОГО  

ОБЕСПЕЧЕНИЯ АЗОТОМ И ФОСФОРОМ 

О. Левицкая, С. Гудзь 

Львовский национальный университет имени Ивана Франко 
ул. Грушевского, 4, Львов 79005, Украина 

e-mail: o_levytska@yahoo.com 

Исследовано накопление гликогена в клетках Chlorobium limicola 
Ya-2002 в зависимости от концентрации азота и фосфора в среде. Установ-
лено, что содержание гликогена в клетках бактерий максимальное – 80 мг/г 
клеток – в условиях инкубирования в среде, в которую не вносили фосфа-
та или аммония. Калия нитрат в концентрации 12 мМ полностью ингиби-
рует использование аммонийного азота клетками C. limicola. 
Ключевые слова: Chlorobium limicola, гликоген, дефицит фосфора, дефицит 

азота. 
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