
ISSN 2078-5461 ВЕСНІК ПАЛЕСКАГА ДЗЯРЖАЎНАГА УНІВЕРСІТЭТА.  

СЕРЫЯ ПРЫРОДАЗНАЎЧЫХ НАВУК. 2019. №2 

 

40 

 

УДК 582.263: 546.712:577.112 

 

И.А. ИЛЬЮЧИК 
старший преподаватель  

кафедры биотехнологии
1 

 

  

Е.М. КАНДЫБА 
студент

1
 

 

  

В.Н. НИКАНДРОВ, д-р биол. наук, профессор, 
профессор кафедры биотехнологии

1
 

1
Полесский государственный университет, 

г. Пинск, Республика Беларусь 

 

 

Статья поступила 10 октября 2019г. 

 
 

ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКОЕ СОСТОЯНИЕ КЛЕТОК 

КУЛЬТУРЫ CHLORELLA VULGARIS ШТАММА IBCE C-19  

ПРИ РОСТЕ НА ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЕ С КАРБОНАТОМ АММОНИЯ  
 

Изучена динамика биомассы, внутриклеточного белка, хлорофиллов a и b, каротиноидов в клет-

ках культуры Chlorella vulgaris штамма IBCE C-19 при культивировании в течение 21 суток на 

оригинальной среде Тамийя, при исключении из нее KNO3 и замене нитратов карбонатом аммония 

в концентрациях 2,98, 3,58, 4,77 г/л, а также 2,98 г/л + ортофосфат калия в концентрации, уве-

личенной на 25%. Установлено, что исключение из питательной среды источника азота замедля-

ло прирост биомассы, но к концу эксперимента ее уровень существенно не уступал максимально-

му значению на питательной среде полного состава. Рост на безазотной среде сопряжен с по-

степенным снижением уровня внутриклеточного белка, хлорофилла b и каротиноидов, хлорофил-

ла а мало отличался от роста на контрольном варианте питательной среды. Замещение нитра-

та калия карбонатом аммония, судя по динамике биомассы, внутриклеточного белка, хлорофил-

лов a и b, каротиноидов, отрицательно сказывалось на культуре указанного штамма хлореллы. 

 

Ключевые слова: хлорелла, культивирование, питательные среды, источники азота, биомасса, 

белок, хлорофиллы, каротиноиды. 
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PHYSIOLOGY AND BIOCHEMICAL STATE OF CHLORELLA VULGARIS IBCE C-19 

CELL DURING THE CULTURE GROWTH  

ON MEDIUM WITH AMMONIUM CARBONATE 

 
The dynamics of biomass, intracellular protein, chlorophylls a and b, carotenoids in Chlorella vulgaris 

strain IBCE C-19 cells, when cultured for 21 days on (1) the original Tamiya medium, (2) medium  

without KNO3,  media  without KNO3, but with addition of ammonium carbonate at concentrations 

(3)2.98, (4)3.58, (5)4.77 g/L, (6) without KNO3 but with 2.98 g/L ammonium carbonate  and of potassium 

phosphate at concentration 25% greater than in  original Tamiya medium were studied. The exclusion of 

nitrogen source from the medium slowed biomass accumulation, but at the experiment end the biomass 
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level was not significantly lower than the maximum value on the  whole composition medium. Growth on 

the nitrogen-free medium was associated with a gradual decrease in the content of intracellular protein, 

chlorophyll b and carotenoids, but chlorophyll a content was little different from the culture on original 

medium. The substitution of potassium nitrate with ammonium carbonate had negative effect on the 

development of the used Chlorella strain, judging by the dynamics of biomass, intracellular protein, 

chlorophylls a and b, carotenoids. 

 

Keywords: chlorella, culture, nutrient media, nitrogen sources, biomass, protein, chlorophylls, 

carotenoids. 

 

Введение. Как уже отмечено в наших 

предыдущих статьях [например, 1], на одно-

клеточную водоросль Chlorella на протяже-

нии последних десятилетий обращено вни-

мание биотехнологии, поскольку ее виды яв-

ляются не только продуцентами так называ-

емого «одноклеточного белка», но и целого 

ряда других ценных биогенных соединений. 

Среди последних достаточно упомянуть ци-

анкобаламин – витамин В12. 

Интенсификация биотехнологии Chlorella 

предусматривает углубленное изучение био-

логии данной культуры, без чего невозможно 

разработать принципиально новые подходы к 

ведению культуры. 

Одним из краеугольных вопросов биоло-

гии хлореллы является оптимизация состава 

питательных сред, предназначенных для по-

лучения целевых продуктов жизнедеятельно-

сти водоросли. В свою очередь, такая опти-

мизация зиждется на выяснении оптималь-

ных источников углерода и азота. 

Имеющиеся данные литературы свиде-

тельствуют о том, что используемый в пита-

тельных средах нитрат калия может быть без 

ущерба заменен солями аммония, мочевиной. 

Считают, что это не только уменьшает воз-

можность защелачивания среды, но и спо-

собствует более эффективной ассимиляции 

углекислоты. Отмечают, что хлорелла в 

первую очередь использует аммонийный 

азот, а потом уже нитраты. Полагают, что 

при ассимиляции нитратов возникает своего 

рода конкуренция за поток электронов с ас-

симиляцией СО2, что сопровождается сниже-

нием эффективности усвоения последней [2]. 

Примечательно, что НАДФ-зависимая 

глутаматдегидрогеназа отсутствует в клетках 

термофильного штамма Chlorella pyrenoidosa 

Pringehelm 82T при росте на среде с нитрат-

ом, но синтезируется de novo в присутствии 

ионов аммония [3].  

Вместе с тем, при высокой концентрации 

солей аммония динофитная водоросль 

Prorocentrum cordatum не росла, по мнению 

авторов, из-за токсического действия этих 

соединений [4]. Более того, были выявлены 

видовые различия реакции динофитных во-

дорослей на аммонийные соли в диапазоне 

концентраций (образно говоря, пределы то-

лерантности). 

Относительно Chlorella vulgaris, тем не 

менее, в литературе отсутствуют конкретные 

сведения об особенностях физиолого-

биохимического состояния клеток при за-

мене нитратов в составе питательной среды 

на соли аммония. 

В связи с изложенным целью настоящей 

работы и явилось выявление состояния фи-

зиолого-биохимического состояния клеток 

Chlorella vulgaris штамма IBCE C-19 в дина-

мике роста культуры на питательной среде, 

содержащей карбонат аммония. 

Материалы и методы. Исследования вы-

полнены на культуре Chlorella vulgaris, 

штамм IBCE C-19 из коллекции водорослей 

Института биофизики и клеточной инжене-

рии НАН Беларуси, любезно предоставлен-

ной сотрудниками альгологического центра 

института. 

Хлореллу выращивали в условиях перио-

дической культуры на среде Тамийя [5] при 

различном режиме азотистого питания. Кон-

тролем служила оригинальная среда Тамийя, 

содержащая 5 г/л KNO3 (концентрация азота 

соответствовала 0,693 г/л). В трех опытных 

вариантах концентрация карбоната аммония 

(NH4)2CO3 составляла 2,98, 3,58, 4,77 г/л (это 

соответствовало уровню азота 0,870, 1,043, 

1,390 г/л). В четвертом опытном варианте 

вместо удаленного KNO3 не добавляли 

(NH4)2CO3. Дефицит калия компенсировали 

добавлением K2SO4. Во всех данных вариан-

тах питательной среды уровень фосфора со-

ответствовал 0,285 г/л. В пятом опытном ва-

рианте питательной среды при концентрации 

(NH4)2CO3  2,98 г/л уровень фосфора увели-

чивали на 25% – до 0,356 г/л добавлением 

KH2PO4.  

Микроводоросль культивировали при 

температуре 25±1 C, непрерывном переме-

шивании суспензии воздухом со скоростью 

25 л/ч, освещенности на поверхности сосуда 
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– 5000 лК, продолжительности световых и 

темновых фаз – 12ч/12ч. Посевная доза со-

ставляла 2,73±0,12 млн/мл клеток (освобож-

денных от предыдущей питательной среды и 

отмытых изотоническим раствором хлорида 

натрия). 

Концентрацию клеток хлореллы опреде-

ляли с помощью камеры Горяева на 1, 3, 5, 7, 

9, 11, 13, 15, 17, 19 и 21-е сутки культивиро-

вания. Отбирали аликвоты культуры, содер-

жащие по 10±0,39 млн клеток, отделяли их 

центрифугированием и отмывали трижды от 

культуральной жидкости дистиллированной 

водой при 6000 об/мин в течение 10 мин. 

Клетки разрушали в темноте как описано [6] 

при 4 ºС в 0,50 мл бидистиллированной воды. 

Полученный гомогенат использовали для 

определения концентрации общего белка в 

клетках методом Bradford [7] и пигментов 

хлорофиллов и каротиноидов спектрофото-

метрическим методом [8] с экстракцией аце-

тоном.  

Все исследования выполнены девятикрат-

но. Полученные результаты обработаны ста-

тистически с использованием программы 

Statistica 6.0 с вычислением t-критерия Сть-

юдента. 

Результаты и обсуждение. Характер 

накопления биомассы в процессе культиви-

рования данного штамма хлореллы был 

неожиданным. Удаление из питательной сре-

ды источника азота замедляло увеличение 

количества клеток. Если в контрольном ва-

рианте максимум показателя отмечен на 9 и 

11 сутки, то при удалении из питательной 

среды KNO3 в эти сроки концентрация био-

массы была ниже контрольного варианта на 

48 и 37% соответственно (таблица 1, рисунок 

1). Однако к концу культивирования уровень 

биомассы безазотного варианта уступал мак-

симальному значению контрольного вариан-

та лишь на 5%. Можно думать, что накоп-

ленных в инокуляте резервов оказалось до-

статочно для замедленного, но достаточно 

полного развития культуры. 

Далее оказалось, что замена нитрата калия 

карбонатом аммония отрицательно сказалась 

на росте культуры хлореллы: во всех вариан-

тах максимальная концентрация биомассы 

отмечена на 3 и 5 сутки и ее величина на 71–

76% уступала таковой контрольного вариан-

та. Ситуация не изменялась в случае допол-

нительного введения в среду ортофосфата. 

Вместе с тем, в первые сутки культивирова-

ния на всех опытных вариантах среды, вклю-

чая безазотный, концентрация биомассы пре-

восходила таковую контрольного варианта на 

40–48% с максимумом в случае как раз беза-

зотного варианта. 

Что касается внутриклеточного белка, то в 

контрольном варианте концентрация его до-

стигала максимума также на 9 и 11 сутки. 

 

 

Таблица 1. – Сдвиги уровня биомассы (млн клеток/мл) культуры хлореллы при росте на различ-

ных источниках азота в питательной среде, n = 9 

 

Сутки 

Концентрация солей 

KNO3, 5 г/л 

(контроль) 

(NH4)2CO3, г/л 

0 2,98 3,58 4,77 2,98 
(а

 

1 

3 

5 

7 

9 

11 

13 

15 

17 

19 

21 

2,63±0,01 

3,25±0,01 

6,31±0,01 

7,56±0,06 

12,06±0,01 

12,38±0,00 

11,64±0,07 

11,55±0,02 

11,54±0,01 

11,08±0,04 

10,49±0,01 

3,90±0,01* 

3,98±0,00* 

4,51±0,04* 

6,25±0,01* 

6,33±0,00* 

7,84±0,02* 

8,02±0,02* 

10,24±0,00* 

11,01±0,00 

11,01±0,01 

11,80±0,01 

3,67±0,03* 

3,31±0,00 

2,98±0,01* 

2,76±0,01* 

2,11±0,01* 

1,83±0,00* 

0,98±0,02* 

1,00±0,00* 

0,30±0,00* 

0,25±0,01* 

0,25±0,00* 

3,80±0,01* 

3,30±0,03 

2,98±0,00* 

2,27±0,01* 

2,25±0,01* 

2,09±0,01* 

0,92±0,00* 

0,93±0,00* 

0,75±0,00* 

0,62±0,01* 

0,50±0,00* 

3,75±0,02* 

3,62±0,00 

3,24±0,01* 

3,01±0,01* 

2,75±0,00* 

2,49±0,01* 

2,75±0,01* 

2,41±0,00* 

1,48±0,00* 

1,00±0,01* 

0,61±0,01* 

3,68±0,00* 

3,33±0,00 

2,99±0,02* 

2,52±0,00* 

2,50±0,00* 

2,28±0,01* 

1,01±0,03* 

1,00±0,03* 

0,75±0,01* 

0,62±0,00* 

0,49±0,01* 

Примечание – здесь и далее – * – данные статистически достоверны при Р ≤ 0,05;  

(а – концентрация фосфора в среде увеличена на 25% до 0,356 г/л 
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В то же время при удалении из питатель-

ной среды нитрата калия наблюдали рост 

этого показателя до 7 суток на 11–43%, одна-

ко максимальное его значение в этом вариан-

те на 29% уступало таковому контрольного 

варианта, что, на наш взгляд, вполне есте-

ственно (таблица 2, рисунок 1).  

Вторая неожиданность состояла в том, что 

замена нитрата калия карбонатом аммония 

приводила к небольшому росту уровня внут-

риклеточного белка в опытных вариантах в 

сравнении с контролем только в период 1–5 

суток. 

Так, на первые сутки в вариантах с 

(NH4)2CO3 концентрация внутриклеточного 

белка была на 37–47% выше, чем при куль-

тивировании на питательной среде с нитрат-

ом калия. На третьи сутки роста культуры на 

среде с карбонатом аммония это превышение 

составило 39–85% по отношению к контро-

лю. А на пятые сутки такое увеличение – на 

30% практически проявилось лишь в вариан-

те, содержащем карбонат аммония в макси-

мальной концентрации. 

0 3 6 9 12 15 18 21
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50 а

Х/Х
0
, %

 сутки

 1

 2

 3

 4

 5
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Рисунок 1. – Изменения (% к контролю, принятому за 100%) уровня биомассы культуры хлореллы (а) 

и внутриклеточного белка (б) при росте на питательных средах с (NH4)2CO3, г/л: 0 (1), 2,98 (2), 3,58 (3), 

4,77 (4) и 2,98 при увеличении концентрации фосфора на 25% (5) 

 
 

Таблица 2. – Изменения содержания внутриклеточного белка (мкг/мл млн клеток) культуры хло-

реллы при росте на различных источниках азота в питательной среде, n = 9 

 

Сутки 

Концентрация солей 

KNO3, 5 г/л 

(контроль) 

(NH4)2CO3, г/л 

0 2,98 3,58 4,77 2,98 
(а

 

1 

3 

5 

7 

9 

11 

13 

15 

17 

19 

21 

33,49±0,01 

43,57±0,16 

75,58±0,26 

83,10±0,02 

123,02±0,01 

129,34±0,13 

103,49±0,03 

97,72±0,09 

93,80±0,06 

93,40±0,01 

95,07±0,02 

49,34±0,02* 

61,87±0,15* 

75,77±0,31* 

92,25±0,04* 

81,10±0,01* 

77,53±0,05* 

70,70±0,02* 

60,28±0,01* 

29,50±0,09* 

21,73±0,11* 

17,43±0,03* 

46,62±0,01* 

76,74±0,21* 

80,54±0,02* 

66,60±0,03* 

45,93±0,05* 

30,12±0,09* 

22,13±0,02 

20,00±0,01* 

16,25±0,01* 

0 

0 

45,77±0,01* 

60,46±0,03* 

69,06±0,04* 

63,62±0,03* 

46,27±0,04* 

31,89±0,04* 

21,89±0,02 

20,86±0,02* 

18,45±0,02* 

0 

0 

48,29±0,06* 

80,61±0,07* 

97,88±0,02 

93,14±0,01 

78,97±0,10* 

61,80±0,01* 

36,60±0,07 

26,85±0,05 

24,89±0,02* 

18,11±0,18* 

0 

45,22±0,02* 

64,59±0,04* 

84,19±0,02* 

81,37±0,05 

72,18±0,03* 

38,11±0,05* 

24,43±0,17* 

19,44±0,02* 

19,22±0,01* 

0 

0 
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Обогащение «аммонийной» питательной 

среды ортофосфатом также сопровождалось 

увеличением роста концентрации внутрикле-

точного белка по сравнению с контролем в 

период 1–5 сутки на 11–48%. Тогда как на 7 

сутки уровень его практически не отличался 

от такового контрольного варианта. 

В дальнейшем, как и во всех вариантах 

питательной среды с добавлением (NH4)2CO3, 
шло быстрое снижение уровня внутрикле-

точного белка. По завершении культивиро-

вания при минимальной концентрации био-

массы содержание белка было настолько ма-

ло, что вовсе не определялось (таблицы 1 и 

2). 

Содержание хлорофилла а в контрольном 

варианте достигало максимального уровня на 

9–15 сутки (таблица 3). При этом увеличение 

его уровня в сравнении с началом культиви-

рования составило 13–20%. 

Примечательно, что исключение нитрата 

калия из питательной среды практически не 

вело к существенным изменениям содержа-

ния хлорофилла а на всем протяжении куль-

тивирования, несмотря на рост уровня био-

массы. Уровень этой формы хлорофилла в 

период 9–17 суток снижался в сравнении с 

контрольным вариантом лишь на 16–25% 

(рисунок 2). 

При замене нитрата калия карбонатом ам-

мония в концентрации 2,98 г/л содержание 

хлорофилла а снижалось на всем протяжении 

культивирования, и в конечный период эта 

убыль составила 93% в сравнении с началом 

культивирования и с контрольным вариан-

том. 

Увеличение концентрации карбоната ам-

мония до 3,58 г/л хотя и вызвало уменьшение 

концентрации пигмента, однако оно было 

менее критическим: в сравнении с началом 

культивирования на 21 сутки убыль состави-

ла 37%, а в сопоставлении с контрольным 

вариантом – 27–40%, хотя, в целом, на про-

тяжении 13 суток содержание хлорофилла а 

колебалось в пределах 20%. 

При дальнейшем увеличении концентра-

ции (NH4)2CO3 до 4,77 г/л содержание хло-

рифилла а в клетках на протяжении 7 суток 

было стабильно и не отличалось от кон-

трольного варианта, а затем постепенно сни-

жалось на 42% к концу культивирования. 

Близкая картина наблюдалась и в варианте с 

обогащением среды ортофосфатом, лишь 

снижение содержания этой формы хлоро-

филла к концу культивирования достигало 

74%. 

Иная картина наблюдалась в отношении 

хлорофилла b. В контрольном варианте уро-

вень этого пигмента нарастал до 13 суток в 

4,25 раза (таблица 4). 
 

 

Таблица 3. – Содержание хлорофилла а (мг/млн клеток) в клетках хлореллы при росте на различ-

ных источниках азота в питательной среде, n = 9 

 

Сутки 

Концентрация солей 

KNO3, 5 г/л 

(контроль) 

(NH4)2CO3, г/л 

0 2,98 3,58 4,77 2,98
(а

 

1 

3 

5 

7 

9 

11 

13 

15 

17 

19 

21 

43,18±0,17 

42,15±0,19 

42,70±0,27 

44,03±0,45 

49,56±0,21 

48,82±0,21 

49,37±0,67 

51,71±1,00 

43,96±0,78 

42,99±0,47 

42,92±0,22 

43,03±0,56 

42,60±0,78 

42,59±0,89 

41,88±1,40 

41,75±0,71* 

42,60±1,30* 

38,28±0,26* 

43,93±0,13* 

46,48±0,14 

43,50±1,00 

42,87±0,63 

43,18±0,51 

35,51±0,79* 

23,88±0,11* 

18,20±0,14* 

16,00±0,92* 

18,81±0,67* 

14,60±0,68* 

8,20±0,79* 

7,66±0,22* 

3,81±0,46* 

3,03±0,01* 

43,25±0,14 

41,39±1,02 

38,69±0,94 

35,38±0,21* 

43,47±0,90* 

35,56±1,01* 

34,59±0,33* 

30,85±0,17* 

28,51±0,82* 

29,95±0,91* 

27,27±0,73* 

43,20±1,20 

45,55±1,00 

44,58±0,71 

44,48±1,04 

32,04±0,28* 

21,26±0,90* 

22,87±0,91* 

15,99±0,25* 

20,46±0,93* 

22,00±0,20* 

25,10±0,84* 

43,20±0,91 

46,17±0,17 

41,85±0,69 

40,03±0,33 

30,00±0,73 * 

11,23±0,56* 

12,33±0,34* 

12,42±0,23* 

16,16±0,18* 

18,10±0,19* 

15,67±0,09* 
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Рисунок 2. – Изменения (% к контролю, принятому за 100%) содержания хлорофиллов а (а), b (б) и 

каротиноидов (в) при росте на питательных средах с (NH4)2CO3, г/л:  0 (1), 2,98 (2), 3,58 (3), 4,77 (4) и 

2,98 при увеличении концентрации фосфора на 25%; обозначения те же, что в рисунке 1 

 

 

Таблица 4. – Динамика содержания хлорофилла b (мг/млн клеток) в клетках хлореллы при росте 

на различных источниках азота в питательной среде, n = 9 

 

Сутки 

Концентрация солей 

KNO3, 5 г/л 

(контроль) 

(NH4)2CO3, г/л 

0 2,98 3,58 4,77 2,98
(а

 

1 

3 

5 

7 

9 

11 

13 

15 

17 

19 

21 

12,42±0,14 

29,44±0,99 

36,33±0,34 

36,98±0,23 

43,92±0,78 

51,70±0,89 

52,89±0,43 

52,13±0,23 

46,11±0,28 

42,90±0,61 

44,28±0,70 

14,47±0,59* 

20,96±0,42* 

30,14±0,71* 

49,02±0,17* 

63,40±0,22* 

65,31±1,04* 

34,56±0,27* 

10,91±0,14* 

9,77±0,24* 

2,78±0,10* 

2,04±0,37* 

14,48±0,31* 

18,32±0,51* 

10,71±0,28* 

9,48±0,36* 

17,43±0,45* 

16,49±0,34* 

20,23±0,32* 

16,42±0,20* 

2,77±0,22* 

6,23±0,11* 

10,16±0,10* 

14,35±0,11* 

19,36±0,31* 

24,49±0,23* 

39,75±0,33 

66,87±0,24* 

58,46±0,11* 

63,29±0,27* 

43,77±0,07* 

37,77±0,32* 

38,97±0,16 

34,36±0,12* 

14,51±0,40* 

14,05±0,71* 

11,36±0,48* 

18,24±0,21* 

13,90±0,08* 

32,55±0,23* 

39,89±0,21* 

43,20±0,55* 

53,77±0,24* 

37,38±0,13* 

34,96±0,61* 

14,56±0,24* 

33,87±0,23* 

32,53±0,18* 

36,40±0,36 

30,07±0,34* 

21,41±0,03* 

19,80±0,10* 

21,12±0,20* 

19,58±0,14* 

16,55±0,12* 

25,13±0,23* 
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При исключении из питательной среды 

нитрата калия содержание хлорофилла b уве-

личилось с максимумом на 11 сутки в 4,5 ра-

за в сравнении с началом культивирования и 

23% превышало максимальный уровень кон-

трольного варианта (таблица 4, рисунок 2). 

Возможно, подобный характер сдвигов со-

держания этой формы хлорофилла носит 

адаптационно-приспособительный характер, 

обусловленный уменьшением уровня хлоро-

филла а. 

Введение в питательную среду карбоната 

аммония в минимальной концентрации, как и 

указано выше по тексту для хлорофилла а, 

приводило к резкому уменьшению и этой 

формы пигмента. Особенность, на наш 

взгляд, состояла в периодическом изменении 

содержания хлорофилла b. Так, в период 3-и 

сутки культивирования концентрация его 

снижалась на 48%. Затем с 7 до 13 суток она 

возрастала в 2,1 раза, а к 17 суткам вновь 

уменьшалась на 84%. 

Увеличение концентрации (NH4)2CO3 до 

3,58 г/л сопровождалось изменениями со-

держания хлорофилла b близкими таковым 

безазотного варианта. Однако в этом случае 

уровень пигмента к концу культивирования 

оставался достаточно высоким, уступая тако-

вому в контрольном варианте лишь на 22%.  

Дальнейшее обогащение питательной сре-

ды карбонатом аммония характеризовалось 

относительно небольшими изменениями 

концентрации данного пигмента на протяже-

нии 9 суток при уменьшении ее в сравнении 

с контролем на 51–69%. К 11 суткам уровень 

хлорофилла b в этом варианте возрастал в 2,3 

раза, достигая максимума  через 17 суток и 

не уступая максимуму контрольного вариан-

та. 

Обогащение же питательной среды орто-

фосфатом вызвало рост содержания хлоро-

филла b с первых по седьмые сутки в 2,5 раза 

в сравнении с началом культивирования, 

практически не уступая контрольному вари-

анту. Однако при дальнейшем культивирова-

нии содержание этого пигмента постепенно 

снижалось. 

Еще одной неожиданностью явились 

сдвиги отношения содержания хлорофилла 

a/хлорофилла b. При росте на среде с нитрат-

ом калия практически на протяжении всего 

эксперимента величина этого отношения с 

3,48 постепенно снижалась (рисунок 3).  

На безазотном варианте питательной сре-

ды в период 1–11 сутки развития культуры 

эта величина также снижалась, причем изме-

нения были большими, чем в контрольном 

варианте. Однако через 13 суток это отноше-

ние возрастало и в дальнейшем наблюдался 

непрерывный рост величины отношения со-

держания хлорофилла a/хлорофилла b, кото-

рая к концу эксперимента превышала исход-

ное значение более чем в 7 раз, а таковую 

величину в контрольном варианте питатель-

ной среды к концу культивирования почти в 

22 раза. 
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Рисунок 3. – Динамика величины отношения содержания хлорофилл a/хлорофилл b при росте  

на питательных средах с KNO3 (1) и (NH4)2CO3, г/л:  0 (2), 2,98 (3), 3,58 (4), 4,77 (5) и 2,98  

при увеличении концентрации фосфора на 25% (6) 
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Замена нитратов карбонатом аммония при 

концентрации его в питательной среде 2,98 

г/л также сопровождалась уменьшением ве-

личины данного отношения вплоть до 17 су-

ток, когда она возрастала, достигая 93% от 

исходного значения и превышая таковое в 

контрольной группе почти в 3 раза. Обога-

щение питательной среды (NH4)2CO3 до 3,58 

г/л вело в течение культивирования к посте-

пенному снижению указанного показателя. А 

при дальнейшем увеличении концентрации 

соли до 4,77 г/л наблюдалось замедление 

снижения величины отношения хлорофилл 

a/хлорофилл b. Так, через 9 суток она состав-

ляла 77,5% исходного уровня и более чем в 2 

раза превосходила таковую контрольного 

варианта в этот срок. Кроме того, в период 

17–21 сутки величина этого отношения воз-

растала в 1,9 раза. 

Увеличение в питательной среде концен-

трации ортофосфата при минимальном 

уровне карбоната аммония вело к проявле-

нию динамики отношения хлорофилл 

a/хлорофилл b, сходной с наблюдавшейся 

при росте культуры хлореллы на контроль-

ном варианте питательной среды. 

Введение в питательную среду (NH4)2CO3 

вместо KNO3 отразилось и на уровне в клет-

ках каротиноидов (таблица 5, рисунок 2). 

При росте на питательной среде с нитрат-

ами концентрация каротиноидов в клетках 

хлореллы увеличивалась, начиная с 9 суток, 

и достигала максимума через 15 суток – 

151% от исходного уровня. Затем она не-

сколько уменьшалась, тем не менее превы-

шая начальные значения на 30% (таблица 5). 

В соответствии с этим, в период 11–21 сутки 

отмечен и рост желто-зеленого индекса (таб-

лица 6). 

На безазотной питательной среде на про-

тяжении 9 суток концентрация каротиноидов 

в клетках хлореллы практически не менялась 

и мало отличалась от таковой контрольного 

варианта питательной среды (таблица 5, ри-

сунок 2). Однако затем она несколько 

уменьшалась и к концу эксперимента состав-

ляла 75% таковой контрольного варианта. 

Величина желто-зеленого индекса принципи-

ально не менялась на протяжении всего вре-

мени культивирования водоросли. Однако, 

начиная с 13 суток, она по сравнению с кон-

трольным вариантом уменьшалась в 1,4–1,7 

раза. 

Введение в питательную среду карбоната 

аммония в минимальной концентрации в пе-

риод роста культуры хлореллы 1–7 сутки вы-

звало снижение концентрации каротиноидов 

практически в 2 раза и по сравнению с нача-

лом роста культуры на такой среде и по 

сравнению с контрольным вариантом.  

Затем содержание каротиноидов в клетках 

увеличивалось, достигая максимума через 11 

суток и превосходя исходную концентрацию 

почти в 2 раза, концентрацию пигментов в 

этот срок контрольного варианта на 38%, а 

максимальную концентрацию в последнем – 

на 30%. 

 

Таблица 5. – Содержания каротиноидов (мг/млн клеток) в клетках хлореллы при росте  

на различных источниках азота в питательной среде, n = 9 

 

Сутки 

Концентрация солей 

KNO3, 5 г/л 

(контроль) 

(NH4)2CO3, г/л 

0 2,98 3,58 4,77 2,98
(а

 

1 

3 

5 

7 

9 

11 

13 

15 

17 

19 

21 

33,52±0,78 

41,01±0,35 

33,59±0,13 

35,12±0,43 

38,49±0,37 

49,00±0,71 

49,88±0,20 

50,64±0,30 

49,20±0,80 

44,86±0,74 

43,54±0,68 

33,57±0,26 

34,51±0,20* 

35,27±0,21 

34,13±0,11 

34,67±0,20 

38,50±0,24* 

28,19±0,19* 

28,34±0,22* 

32,93±0,37* 

26,62±0,00* 

25,15±0,08* 

33,66±0,39 

29,64±0,21* 

21,74±0,12* 

17,15±0,09* 

23,22±0,19* 

66,04±0,14* 

54,82±0,01 

48,79±0,22 

54,33±0,38 

47,39±1,00 

41,53±0,69 

33,71±0,67 

28,83±0,26* 

22,03±0,90* 

17,87±0,94* 

44,74±0,93* 

40,83±0,50* 

39,14±0,17* 

36,90±0,10* 

35,81±0,07* 

33,54±0,14* 

33,07±0,22* 

33,63±0,26 

36,13±0,23* 

33,72±1,20 

31,36±0,34* 

16,64±0,18* 

5,54±0,93* 

9,97±0,74* 

11,50±0,50* 

22,89±0,10* 

21,30±0,25* 

18,68±0,14* 

33,68±0,22 

32,48±0,02* 

18,94±0,21* 

14,40±0,38* 

13,81±0,11* 

8,65±0,23* 

7,84±0,24* 

11,81±0,98* 

10,89±0,11* 

8,61±0,20* 

15,12±0,16* 
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Таблица 6. – Динамика изменения желто-зеленого индекса культуры хлореллы при росте  

на различных источниках азота в питательной среде, n = 9 

 

Сутки 

Концентрация солей 

KNO3, 5 г/л 

(контроль) 

(NH4)2CO3, г/л 

0 2,98 3,58 4,77 2,98
(а

 

1 

3 

5 

7 

9 

11 

13 

15 

17 

19 

21 

0,78±0,00 

0,97±0,01 

0,79±0,00 

0,80±0,01 

0,78±0,01 

1,00±0,00 

1,01±0,01 

0,98±0,02 

1,12±0,01 

1,04±0,00 

1,01±0,01 

0,78±0,01 

0,81±0,00* 

0,83±0,01 

0,81±0,01 

0,83±0,03 

0,90±0,01 

0,74±0,00* 

0,65±0,00* 

0,71±0,01* 

0,61±0,00* 

0,59±0,01* 

0,78±0,03 

0,83±0,01* 

0,91±0,01* 

0,94±0,00* 

1,45±0,03* 

3,51±0,02* 

3,75±0,01* 

5,95±0,01* 

7,09±0,00* 

12,44±0,00* 

13,80±0,02* 

0,78±0,00 

0,70±0,00* 

0,57±0,01* 

0,51±0,00* 

1,03±0,00* 

1,15±0,01* 

1,13±0,01* 

1,20±0,02* 

1,26±0,01* 

1,12±0,03 

1,21±0,00* 

0,78±0,01 

0,79±0,01* 

0,76±0,03 

0,71±0,01* 

0,52±0,02* 

0,26±0,00* 

0,44±0,00* 

0,72±0,02* 

1,12±0,00 

0,97±0,01 

0,70±0,02* 

0,78±0,00 

0,70±0,01* 

0,45±0,01* 

0,36±0,02* 

0,46±0,01* 

0,77±0,01* 

0,64±0,03* 

0,95±0,00 

0,67±0,01* 

0,48±0,00* 

0,96±0,00 

 

Вследствие этих сдвигов, а также умень-

шения содержания хлорофиллов, начиная с 

9-х суток, значение желто-зеленого индекса 

росло, превосходя начальную величину на 

протяжении оставшегося периода культиви-

рования в 4,5–17,7 раза, а по сравнению с 

контрольным вариантом – в 3,5–13,7 раз. 

Увеличение в питательной среде 

(NH4)2CO3 до 3,58 г/л сопровождалось ро-

стом концентрации каротиноидов в клетках 

водоросли до 9 суток на 33% по сравнению с 

исходным уровнем и постепенным снижени-

ем до исходных значений. Колебания значе-

ний желто-зеленого индекса в процессе ро-

ста, на наш взгляд, не носили принципиаль-

ный характер и не превышали 61% в сравне-

нии с первыми сутками культивирования, а 

по сравнению с нитратной питательной сре-

дой – 12–63%. 

Дальнейшее увеличение концентрации 

этого источника азота практически не вызва-

ло на протяжении 7 суток каких-либо суще-

ственных сдвигов концентрации каротинои-

дов, а в период 7–11 сутки вело к резкому 

падению последней – в 5,7–6,1 раза. Однако в 

последующий период – 11–17 сутки уровень 

каротиноидов возрастал в 4,1 раза. В соот-

ветствии с этим и величина желто-зеленого 

индекса на протяжении 7 суток не менялась, 

но через 11 суток она уменьшалась в 2,7 раза. 

В последующий период культивирования 

наблюдалось увеличение индекса с максиму-

мом через 17 суток в 4,3 раза, и он достигал 

значений контрольного варианта питатель-

ной среды. 

Близкая картина сдвигов концентрации 

каротиноидов отмечена и при культивирова-

нии хлореллы на питательной среде с мини-

мальной концентрацией карбоната аммония и 

дополнительным введением ортофосфата. 

Лишь в количественном плане подобные ко-

лебания внутриклеточного содержания каро-

тиноидов были менее резкими. Изменения же 

величины желто-зеленого индекса имели ко-

лебательный характер: через 7 суток она 

уменьшалась более чем в 2 раза. Через 11 

суток эта величина практически возвраща-

лась к исходным значениям, достигала мак-

симума через 15 суток, через 19 суток вновь 

уменьшалась в 2 раза, а через 21 сутки опять 

возрастала до максимальной величины. 

Заключение. Представленные результаты 

культивирования Chlorella vulgaris штамма 

IBCE C-19 на безазотной питательной среде, 

а также при замене нитрата калия карбона-

том аммония носят неоднозначный характер.  

Прежде всего, неожиданным явился тот 

факт, что удаление из питательной среды ис-

точника азота – нитрата калия хотя и замед-

ляло рост биомассы, но к концу эксперимен-

та ее уровень существенно не уступал мак-

симальному значению питательной среды 

полного состава. Складывается впечатление, 

что в инокуляте (причем клеток, отмытых от 

среды роста) осталось достаточно резервов 

для замедленного, но полного по биомассе 

развития культуры на протяжении трех 

недель. Вполне естественно, что на рост без-

азотной среде сопряжен с постепенным сни-

жением уровня внутриклеточного белка, хотя 

содержание главного фотосинтетического 
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пигмента – хлорофилла а мало отличалось от 

контрольного варианта питательной среды. 

Падала концентрация хлорофилла b и каро-

тиноидов. 

Замещение же нитрата калия карбонатом 

аммония, судя по полученным результатам, 

отрицательно сказывалось на культуре ука-

занного штамма хлореллы. Ни в одном из 

вариантов питательной среды, содержащей 

соль аммония, в клетках культуры не был 

достигнут уровень биомассы контрольного 

варианта и даже безазотного. Положение не 

спасало и дополнительное введение орто-

фосфата в питательную среду с карбонатом 

аммония. Соответственно, и уровень внутри-

клеточного белка был ниже предела чувстви-

тельности метода его определения, несмотря 

на достаточно «приличное» содержание в 

вариантах питательной среды с карбонатом 

аммония в концентрации, например, 3,58 и 

4,77 г/л фотосинтетических пигментов, не 

уступающих таковому при росте культуры на 

среде с нитратом калия. Эти результаты су-

щественно отличаются от ранее известных из 

литературы. 

Здесь возможно несколько вариантов при-

чины подобных эффектов, среди которых 

может быть то обстоятельство, что избран-

ные концентрации карбоната аммония нахо-

дятся за пределами толерантности культуры. 

Более того, хорошо известно, что разные 

штаммы могут порой существенно разли-

чаться в реакциях на внешние факторы, 

включая источники питания. Возможно, опи-

санные нами изменения являются отражени-

ем физиолого-биохимической специфики 

клеток Chlorella vulgaris штамма IBCE C-19 

отличающихся от известных из литературы 

для других видов хлореллы и других штам-

мов. Прояснение этих моментов требует про-

ведения дальнейших исследований. 
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