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Нітрати не використовуються штамом зелених фотосинтезувальних сіркових 
бактерій Chlorobium limicola Ya-2002 як джерело Нітрогену. Додавання цих сполук 
до середовища пригнічує ріст бактерій, однак стимулює утворення глікогену в клі-
тинах. Нітрати швидко перетворюються клітинами C. limicola Ya-2002 у нітрити. 
Максимальна активність нітратредуктази у клітинах виявлена на 24 годину росту 
культури. Нітрати і нітрити інгібують активність фумарази – ключового ферменту 
відновного циклу трикарбонових кислот. Нітрит виявляє сильнішу інгібувальну дію 
порівняно з нітратом. Вміст глікогену в клітинах C. limicola Ya-2002 при інкубуванні 
бактерій у середовищі з нітратами без ацетату і пірувату суттєво не змінюється. 
Додавання до середовища ацетату і пірувату стимулює синтез глікогену за наяв-
ності нітрату. Йоду ацетат за цих умов пригнічує утворення глікогену.
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ВСТУП

Зелені сіркові бактерії – це фотолітоавтотрофи, які засвоюють СО2 за раху-
нок функціонування відновного циклу трикарбонових кислот (циклу Арнона) [13– 
15]. Зав дяки цьому здійснюється синтез органічних сполук – компонентів кліти-
ни, а в окремих випадках спостерігається нагромадження глікогену, утворення 
якого здебільшого має місце за умов незбалансованого росту [4, 6, 7, 21, 24]. На-
громадження глікогену в стресових умовах відоме для Salmonella enterica, Esche-
richia coli [6, 12], Corynebacterium glutamicum [26]. Біосинтез цієї сполуки зелени-
ми фотосинтезувальними сірковими бактеріями розглядають як один із найпер-
спективніших шляхів одержання дешевого органічного Карбону. Останніми рока-
ми значну увагу приділяють оптимізації процесу утворення глікогену фотосинте-
зувальними бактеріями [10].

Раніше було показано, що штам C. limicola Ya-2002 нагромаджує глікоген [3]. 
Біосинтез цієї сполуки у C. limicola Ya-2002 значною мірою залежить від природи 
джерел Нітрогену та їхньої концентрації. Оптимальним джерелом Нітрогену для 
цих бактерій є солі амонію і амінний Нітроген деяких амінокислот. Нітрати не забез-
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печують росту C. limicola. Їхня наявність у середовищі інгібує ріст бактерій і вико-
ристання інших форм Нітрогену, за цих умов також зростає вміст глікогену в кліти-
нах [5]. Таким чином, вивчення впливу нітратів на метаболізм C. limicola Ya-2002 
може дати цінну інформацію про механізми регуляції біосинтезу глікогену в кліти-
нах цих бактерій. Завданням цієї роботи було дослідити вплив нітратів на утворен-
ня глікогену клітинами C. limicola Ya-2002.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
У дослідах використовували зелені фотосинтезувальні бактерії Chlorobium 

limicola, штам Ya-2002 [2]. Бактерії вирощували за анаеробних умов в анаероста-
тах Genbox Jar 7.0 L. France. Для поглинання кисню використовували генератори 
для анаеробів Genbox anaer фірми Biomerieux. Бактерії вирощували протягом 7–8 
діб за температури +24...+25°С у рідкому середовищі 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 автоклавування додавали (мл/л): 10% NaHCO3 – 15, 1M 
Na2S × 9H2O – 2,5, розчин мікроелементів SL10 – 1 [23]. До середовища вносили та-
кож натрію ацетат і натрію піруват до концентрацій 4,5 та 6,1 mM відповідно [27]. 
Культуру освітлювали променями з довжиною хвилі 700–800 нм та інтенсивністю  
40 лк. Оптичну густину суспензії визначали фотоелектроколориметрично (λ=450 нм, 
довжина оптичного шляху 3 мм) на фотоелектроколориметрі КФК-3. Клітини осаджу-
вали центрифугуванням при 8000 об./хв протягом 30 хв. Для визначення вмісту глі-
когену C. limicola Ya-2002 культивували протягом десяти діб. Клітини відмивали 
мінеральним середовищем і використовували для отримання безклітинних екс-
трактів. Клітини руйнували за допомогою ультразвукового дезінтегратора УЗДН-2Т 
при температурі +4°С. Гідроліз глікогену безклітинних екстрактів проводили 
кип’ятінням упродовж 3 год з 1 н сульфатною кислотою. Глікоген визначали за вміс-
том глюкози після його гідролізу. Для визначення глюкози використовували аналі-
тичний набір „Діаглюк” [1]. Вміст нітратів і нітритів визначали колориметрично [16]. 
Питому активність фумарази визначали за Puchegger et al. [25]. Концентрацію біл-
ка визначали за Лоурі [19]. Активність нітратредуктази визначали за швидкістю пе-
ретворення нітратів до нітритів [18]. Статистичну обробку даних [4] здійснювали за 
допомогою комп’ютерної програми Origin 6.1.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
Механізм дії нітратів і продуктів їхніх перетворень на метаболізм клітин дослі-

джений недостатньо. За стійкістю до нітратів представники різних груп бактерій сут-
тєво відрізняються [9]. Відомо, що нітрити – токсичні продукти перетворення нітра-
тів – пригнічують протонзалежний перенос деяких амінокислот [30], взаємодіють  
з SH-групами білків і так знижують їхню ферментативну активність [22].

Дослідження здатності фотосинтезувальних бактерій C. limicola Ya-2002 
вико рис товувати різні джерела Нітрогену показало, що нітрати не використову-
ються цими бактеріями як джерела Нітрогену [5]. Наявність нітратів у середови-
щі спричиняє пригнічення транспорту амонію в клітину і засвоєння молекулярно-
го й амінного азоту. Калію нітрат у концентраціях від 4 мM і вище повністю інгібує 
ріст бактерій [5]. Для вивчення можливих причин інгібування росту бактерій ні-
тратами дослідили шля хи перетворення нітратів культурою C. limicola Ya-2002 у 
процесі росту. Для цього визначали зміну вмісту нітратів і нітритів у культураль-
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ній рідині та клітинах бактерій, які вирощували у середовищах із різними концен-
траціями нітрату. На рис. 1, а показано, що у процесі культивування бактерій  
у середовищі, де концентрація нітратів становила 0,01–4 мМ, вони повністю ви-
черпувалися через три доби. Вже на першу добу нітрати проникали в клітини 
(рис. 1, б), де їхній рівень швидко знижувався, і на третю добу нітрати не виявля-
лися у клітинах, що свідчить про активний катаболізм цих сполук у C. limicola 
Ya-2002. У всіх варіантах дослідів, де  використовували різні концентрації нітра-
ту, протягом першої доби культивування нагромаджувалися нітрити (рис. 1, в, г). 
Клітини однодобової культури проявляли високу нітратредуктазну активність 
(рис. 2). Характерно, що зростання вмісту нітритів спостерігалось і в середовищі 
культивування, і у клітинах. Очевидно, для C. limicola Ya-2002 характерна актив-
ність різних нітратредуктаз, як це має місце у представників родів Alcaligenes, 
Pseudomonas та Escherichia сoli [8]. Ймовірно також, що швидке зростання вмісту 
нітриту в середовищі й у клітинах обумовлене активністю локалізованої в цито-
плазматичній мембрані нітратредуктази, яка здійснює перетворення нітрату, що 
транспортувався у цитоплазму, до нітриту. Останній може нагромаджуватися  
в цитоплазмі, або екскретуватись у середовище за допомогою специфічних біл-
ків [8]. Нітрити в концентраціях 0,01–4 мМ швидко метаболізувалися клітинами, і 
на четверту добу культивування виявити їх у клітинах не вдавалося (рис. 1). За 

Рис. 1. Вміст нітратів і нітритів у культуральній рідині та клітинах C. limicola Ya-2002 у процесі культиву-
вання в середовищах із нітратами (а – культуральна рідина; б – клітини) і нітритами (в – культу-
ральна рідина; г – клітини)

Fig. 1. Nitrates and nitrites content in the medium and in the cells of C. limicola Ya-2002 during the cultivation 
in the medium with nitrates (a – cultural medium; б – cells) and nitrites (в – cultural medium; г – cells)
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Рис. 3. Ріст C. limicola за різних кон центрацій калію нітрaту в се редовищі
Fig. 3. The growth of C. limicola with different concentrations of potassium nitrate in the medium

наяв ності у середовищі 12 мМ нітрату його рівень у середо вищі знижувався 
лише на 56%. При цьому нітрати і нітрити у великих кількостях нагромаджували-
ся в клітинах C. limicola Ya-2002.

Рис. 2. Питома активність нітратредуктази C. limicola Ya-2002, вирощених у середовищі з 12 мМ калію 
нітрату 

Fig. 2. Specific nitratereductase activity in the cells of C. limicola Ya-2002 grown in the medium with 12 mM 
of potassium nitrate

На рис. 3 показана динаміка росту C. limicola Ya-2002 за різних концентрацій 
нітрату в середовищі. Низькі концентрації нітрату в середовищі (0,01 мМ, 0,1 мМ та 
1 мМ) пригнічували ріст бактерій лише на перші доби і на 2–3-тю доби культиву-
вання він відновлювався. За наявності у середовищі високих концентрацій нітрату 



9УТВОРЕННЯ ГЛІКОГЕНУ В КЛІТИНАХ CHLOROBIUM  LIMICOLA ЗА УМОВ ПОРУШЕННЯ ФУНКЦІОНУВАННЯ...

ISSN 1996-4536 • Біологічні Студії / Studia Biologica • 2010 • Том 4/№3 • С. 5–14

(4 та 12 мМ) спостерігається повне пригнічення росту бактерій протягом усього 
експерименту. При цьому основна частина внесених нітратів залишається у се-
редовищі, а невелика їхня кількість потрапляє у клітини. Крім того, у клітинах ви-
являли значну кількість нітритів (рис. 1). Очевидно, саме нітрити інгібують ріст  
C. limicola Ya-2002.

Інгібувальна дія нітратів і нітритів описана для бактерій Rhodobacter capsula-
tus [20], Aerobacter aerogеnes, Pseudomonas aeruginоsa та E. coli. Показано, що у 
названих бактерій нітрати і нітрити інгібують активність фумарази й аконітази  
в окисному циклі трикарбонових кислот [29]. У фотолітоавтотрофів ці ферменти ві-
діграють особливо важливу роль у конструктивному й енергетичному метаболізмі, 
оскільки у цих бактерій цикл трикарбонових кислот є зворотним (цикл Арнона). 
Його функціонування забезпечує синтез таких важливих метаболітів, як сукциніл-
КоА, 2-оксоглутарат і ацетил-КоА, що займають ключові позиції в автотрофній фік-
сації СО2 у фотолітоавтотрофів.

Дослідження впливу нітратів і нітритів на активність фумарази C. limicola по-
казало (рис. 4), що активність цього ферменту після години інкубування безклітин-
ного екстракту з 12 мМ нітратів знижувалася майже у 2 рази, а з 12 мМ нітритів –  
у 2,7 разу. 

Рис. 4. Питома активність фумарази в безклітинних екстрактах C. limicola Ya-2002 за умов інкубування 
з нітратом і нітритом

Fig. 4. Specific activity of fumarase in cell-free extracts of C. limicola Ya-2002 during the it incubation with 
nitrate and nitrite

Раніше нами було показано, що додавання нітрату або нітриту до середовища 
стимулює утворення глікогену клітинами C. limicola Ya-2002 [5]. Оскільки підвищен-
ня рівня синтезу глікогену за наявності нітрату і нітриту в середовищі спостерігало-
ся лише за наявності ацетату й пірувату, то з цього випливало, що нітрати блоку-
ють одну із ланок циклу Арнона, яка відповідає за утворення попередників глікоге-
ну. Очевидно, що саме зниження активності фумарази є причиною виникнення 
дефіциту попередників глікогену – ацетату і пірувату. Відомо, що перетворення пі-
рувату в глікоген блокує йоду ацетат [27], який пригнічує синтез цього полісахари-
ду на етапі перетворення пірувату у фосфоенолпіруват – попередник глікогену. На 
рис. 5 показано вплив різних концентрацій йоду ацетату на ріст C. limicola Ya-2002. 
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Із рис. 5 видно, що вже за концентрації 0,05 мМ цей антиметаболіт викликає зни-
ження рівня біомаси бактерій на 50%, а концентрації від 0,5 мМ і вище повністю ін-
гібують ріст культури. 

Рис. 5.  Ріст С. limicola Ya-2002 у середовищі з різними концентраціями йоду ацетату 
Fig. 5. The growth of С. limicola Ya-2002 in the medium with different concentrations of iodine acetate

На рис. 6 показано вміст глікогену в клітинах, які інкубували з різними концен-
траціями йоду ацетату. За умов фотосинтезу (джерелом СО2 у середовищі був 
натрію гідрокарбонат) і за відсутності ацетату й пірувату рівень глікогену в кліти-
нах практично не змінювався. Коли ж до інкубаційної суміші додавали ацетат і пі-
руват, то рівень глікогену в клітинах зростав у півтора разу. Інкубування клітин  

Рис. 6. Вмісту глікогену (як глюкози) у відмитих клітинах С. limicola Ya-2002 у процесі їхнього інкубуван-
ня в середовищі з різними концентраціями йоду ацетату

Fig. 6. The glycogen content (as glucose) in the washed cells of С. limicola Ya-2002 during their incubation 
with different concentrations of iodine acetate
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із йоду ацетатом у концентраціях 1–10 мМ супроводжувалося зниженням вмісту 
глікогену, що, очевидно, пов’язане з його використанням клітинами для підтри-
мання життєдіяльності.

Використання в дослідах нітратів і йоду ацетату показало, що суттєве зростан-
ня вмісту глікогену в клітинах має місце лише у варіанті з нітратом у середовищі  
з ацетатом та піруватом. У середовищі без ацетату й пірувату такого зростання не 
спостерігалося. Це свідчить про те, що нітрати, інгібуючи роботу циклу Арнона, по-
збавляють клітини попередників глікогену (рис. 7). Додавання до середовища аце-
тату і пірувату за наявності високої концентрації нітрату стимулює зростання гліко-
гену більше ніж у два рази.

Рис. 7. Вплив йоду ацетату, калію нітрату й органічних кислот на рівень глікогену (як глюкози) у кліти-
нах С. limicola Ya-2002:

 1 – контроль (клітини, інкубовані у середовищі GSB мінерального складу); 2 – 12 мМ калію ні-
трату; 3 – 1 мм йоду ацетату + 12 мм калію нітрату + ацетат + піруват; 4 – 1 мМ йоду ацетату + 
ацетат + піруват; 5 – 12 мм калію нітрату + ацетат + піруват

Fig. 7. The influense of iodine acetate, potassium nitrate and organic acids on the glycogen level (as glu-
cose) in the cells С. limicola Ya-2002:

 1 – control (the cells incubated in the mineral medium GSB); 2 – 12 mM potassium nitrate; 3 – 1 mM 
iodine acetate + 12 mM potassium nitrate + acetate + pyruvate; 4 – 1 mM iodine acetate + acetate + 
pyruvate; 5 – 12 mM potassium nitrate + acetate + pyruvate

ВИСНОВКИ

Таким чином, досліджувані бактерії не здатні використовувати нітрати і нітрити 
як джерела Нітрогену, однак ці сполуки виявляють важливу регулювальну дію  
в синтетичних процесах фотолітоавтотрофів, представником яких є С. limicola Ya-
2002. Нітрати і продукти їх дисиміляції – нітрити – пригнічують роботу циклу Арно-
на, знижуючи активність фумарази. Таке блокування роботи циклу веде до пору-
шення функціонального стану клітини і є летальним. У разі використання відмитих 
клітин за наявності нітратів відновний цикл трикарбонових кислот є перерваним. 
За цих умов нормально функціонує перетворення екзогенних ацетату й пірувату  
у глікоген. Про те, що процес відбувається саме так, свідчить застосування йоду 
ацетату, який повністю блокує перетворення цих сполук у глікоген. 
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THE GLYCOGEN ACCUMULATION IN CELLS 
OF CHLOROBIUM LIMICOLA UNDER THE CONDITIONS 
OF THE DISRUPTION OF SOME STEPS OF THE ARNON’ CYCLE

O. Levytska, S. Gudz 
Ivan Franko National University of Lviv, 4, Hrushevskyi St., Lviv 79005, Ukraine

e-mail: o_levytska@yahoo.com

Nitrates are not utilized by photosynthetic green sulfur bacteria Chlorobium limicola 
as the nitrogen source. Addition of these compounds into the medium inhibits the growth 
of bacteria but stimulates the glycogen accumulation. Nitrates are rapidly converted by 
the cells of C. limicola to the nitrites. Maximal nitrate reductase activity in the cells of  
C. limicola was detected after one day cultivation. Nitrates and nitrites inhibit activity of 
fumarase – the key enzyme of the reductive tricarboxylic acid cycle. Nitrites have more 
potential action as compared to the nitrate. The glycogen content in the cells of C. limi-
cola cultivated in the medium with nitrates, but not acetate and pyruvate, show no sig-
nificant change. Addition of acetate and pyruvate to the medium stimulate the glycogen 
synthesis in the presence of nitrate. Iodine acetate decreases the glycogen level under 
these conditions.

Key words: Chlorobium limicola, glycogen, Arnon’ cycle, nitrates.
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ОБРАЗОВАНИЕ ГЛИКОГЕНА В КЛЕТКАХ CHLOROBIUM LIMICOLA 
В УСЛОВИЯХ НАРУШЕНИЯ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ ОТДЕЛЬНЫХ 
ЭТАПОВ ЦИКЛА АРНОНА

О. Левицкая, С. Гудзь
Львовский национальный университет имени Ивана Франко

ул. Грушевского, 4, Львов 79005, Украина
e-mail: o_levytska@yahoo.com

Нитраты не используются штаммом зелёных фотосинтезирующих серных 
бактерий Chlorobium limicola Ya-2002 как источник Нитрогена. Добавление этих 
соединений в среду угнетает рост бактерий, но стимулирует образование гликоге-
на. Нитраты быстро превращаются клетками C. limicola Ya-2002 в нитриты. Макси-
мальная активность нитратредуктазы в клетках обнаружена на 24-й час роста 
культуры. Нитраты и нитриты ингибируют активность фумарази – ключевого фер-
мента восстановительного цикла трикарбоновых кислот. Нитрит проявляет более 
сильное ингибирующее действие в сравнении с нитратом. Содержание гликогена 
в клетках C. limicola Ya-2002 при инкубировании бактерий в среде с нитратами без 
ацетата и пирувата существенно не изменяется. Добавление в среду ацетата и 
пирувата стимулирует синтез гликогена при наличии нитрата. Йод ацетат в этих 
условиях угнетает образования гликогена.

Ключевые слова: Chlorobium limicola, гликоген, цикл Арнона, нитраты.


