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И. А. Ильючик, В. Н. Никандров

Полесский государственный университет, Пинск, Республика Беларусь

ДИНАМИКА ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ ПИГМЕНТОВ В КУЛЬТУРЕ 
ВОДОРОСЛИ CHLORELLA VULGARIS ШТАММА С 111 IBCE C-19 ПРИ РОСТЕ 

НА ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЕ С ДОБАВЛЕНИЕМ ХЛОРИДА МАРГАНЦА

Аннотация. Изучено влияние добавления в питательную среду хлорида марганца (II) в концентрации 0,01–25,0 мг/л 
на уровень хлорофиллов a, b и каротиноидов в клетках Chlorella vulgaris штамма С 111 IBCE C-19 при культивиро- 
вании на протяжении 40 сут. Установлено, что динамика уровня всех трех фотосинтетических пигментов носит 
колебательный характер и в целом однотипна. При использовании всех вариантов питательной среды выявлены вы-
раженные сдвиги содержания пигментов фотосинтеза на 7–10, 22–28 и 28–34-е сутки. В отдельных случаях в допол-
нение к указанным выявлены и другие сдвиги. Данная картина согласуется с описанной ранее для содержания внут-
риклеточного белка и подтверждает наличие функционально-метаболических перестроек клеток хлореллы в дина-
мике роста культуры. Судя по состоянию фонда фотосинтетических пигментов, клетки культуры хлореллы 
остаются в метаболически активном состоянии и через 40 сут после начала их культивирования.

Ключевые слова: микроводоросль, фотосинтетические пигменты, хлорид марганца (II), функционально-мета-
болические перестройки

Для цитирования: Ильючик, И. А. Динамика фотосинтетических пигментов в культуре водоросли Chlorella 
vulgaris штамма С 111 IBCE C-19 при росте на питательной среде с добавлением хлорида марганца / И. А. Ильючик, 
В. Н. Никандров // Вес. Нац. aкад. навук Беларусі. Сер. біял. навук. – 2020. – Т. 65, № 3. – С. 299–309. https://doi.org/ 
10.29235/1029-8940-2020-65-3-299-309

Irina A. Ilyuchyk, Vitaliy N. Nikandrov

Polessky State University, Pinsk, Republic of Belarus

DYNAMICS OF A PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS LEVEL OF THE CHLORELLA VULGARIS 
STRAIN С 111 IBCE C-19 DURING THE GROWTH AT THE NUTRIEN MEDIUM 

WITH MANGANESE CHLORIDE ADDITION 

Abstract. The effect of the manganese (II) chloride addition at concentrations of 0.01–25.0 mg/l in the nutrient medium 
on chlorophylls a, b and carotenoids in Chlorella vulgaris cells of C 111 IBCE C-19 strain was studied during cultivation 
for 40 days. It was found, that the dynamics of all three photosynthetic pigments was possessed fluctuating character and, 
in general, was the same type. Using all versions of nutrient medium, marked shifts in content of photosynthesis pigments 
on 7–10, 22–28 and 28–34 days were revealed. In some cases, additional changes to above mentioned ones have been identified. 
The pattern found was generally the same as described earlier for intracellular protein content and confirms the presence 
of functional metabolic reorganizations of the chlorella cells in the growth dynamics of the culture. According to the state 
of the photosynthetic pigments, the cells of the chlorella culture remain in the metabolically active state even of 40 days 
after the beginning of cultivation. 2

Keywords: microalgae, photosynthetic pigments, manganese (II) chloride, functional-metabolic rearrangements 
For citation: Ilyuchyk I. A., Nikandrov V. N. Dynamics of a photosynthetic pigments level of the Chlorella vulgaris 

strain С 111 IBCE C-19 during the growth at the nutrien medium with manganese chloride addition. Vestsi Natsyyanal’nai 
akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnykh navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. 
Biological series, 2020, vol. 65, no. 3, pp. 299–309 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1029-8940-2020-65-3-299-309

Введение. Одноклеточная зеленая водоросль Chlorella благодаря ее широкому распростране-
нию в природе, относительно простой организации, большой скорости размножения, возможно-
сти культивирования в лабораторных условиях и высокой пластичности метаболизма нашла 
применение в промышленной биотехнологии, сельском хозяйстве, пищевой промышленности 
(например, при очистке сточных вод, биологическом и токсикологическом контроле воды, полу-
чении топлива и др.) [1–6]. 

© Ильючик И. А., Никандров В. Н., 20202
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США, Япония, Китай, Тайвань и Индонезия производят более 2500 т высушенной хлореллы 
в год [7]. Она является одним из перспективных возобновляемых ресурсов органического сырья [8], 
так как способна превращать 9–10 % солнечной энергии в биомассу, выход которой теоретически 
составляет около 280 т/га в год [9]. Для хлореллы характерна более высокая, чем у традицион-
ных сельскохозяйственных культур, эффективность фотосинтеза [10]. Она способна улавливать 
более 70 % солнечного света, тогда как для большинства высших растений этот показатель со-
ставляет до 3 %, при этом 1 кг хлореллы выделяет в сутки до 270 л кислорода [11]. Около 60 % хло-
рофилла, содержащегося в водоросли, входит в состав белков [12].

Минеральное питание растений – один из существенных факторов реализации фотохимиче-
ской активности хлоропластов [13]. Марганец является истинным биоэлементом и поступает в клет-
ки в форме ионов Mn2+ [14]. Он необходим для фоторазложения воды с выделением кислорода 
и восстановления СО2 при фотосинтезе. Марганец способствует увеличению содержания сахаров у 
растений и их оттоку из листьев. Два энзима цикла Кребса – малатдегидрогеназа и изоцитратде-
гидрогеназа активируются ионами марганца. Последний необходим также для функционирова-
ния нитратредуктазы при восстановлении нитратов и является кофактором РНК-полимеразы 
и ауксиноксидазы, разрушающей 3-индолилуксусную кислоту [15]. Быстро проникая в клетки, 
он способствует значительному увеличению интенсивности фотосинтеза, участвуя в окислении, 
существенно активизирует полный круг метаболических реакций [16].

Недостаток марганца у фотосинтезирующих микроорганизмов тормозит деление клеток, вы-
зывая нарушение их физиологических функций, сопровождающееся деструкцией структуры 
хлоропластов (например, уменьшаются межгранные ламеллы, в строме появляются пустоты, 
у дисков гранов проявляется тенденция к разрушению) [17].

Для фотосинтеза одноклеточных зеленых водорослей (Chlorella, Ankistrodesmus, Scenedesmus) 
необходимо небольшая концентрация Mn2+ [18]. При его дефиците у хлореллы образуются не- 
естественно большие клетки неправильной формы, а на полностью освобожденной от марганца 
среде почти прекращается рост водорослей [19].

Данные литературы об оптимальных концентрациях марганца в питательной среде крайне 
разнородны. Несмотря на длительное изучение, в литературе недостаточно информации о влия-
нии Mn2+ на физиолого-биохимическое состояние клетки хлореллы, в частности на процессы 
фотосинтеза. Да и механизм его биологического действия еще далек от исчерпывающей яснос-
ти [20].

Ранее нами [21, 22] при культивировании Ch. vulgaris штамма С 111 IBCE C-19 на питатель-
ной среде, содержащей MnCl2 в широком диапазоне концентраций, было выявлено несколько 
функционально-метаболических перестроек культуры, выражающихся в изменении скорости 
накопления биомассы, уровня внутриклеточного белка и протеолитической активности клеток. 
Установлено, что и сдвиги протеолитической активности носят колебательный характер. Эти об-
стоятельства диктуют необходимость выяснения динамики уровня фотосинтетических пигмен-
тов хлореллы в аналогичных условиях. 

Цель работы – раскрыть особенности динамики накопления фотосинтетических пигментов 
в клетках зеленой микроводоросли Ch. vulgaris штамма С 111 IBCE C-19 при добавлении MnCl2 
в питательную среду.

Материалы и методы исследования. Исследования выполнены на альгологически чистом 
штамме Chlorella vulgaris С 111 IBCE C-19, полученном из коллекции водорослей Института био-
физики и клеточной инженерии НАН Беларуси.

Микроводоросль выращивали на среде Tamiya [23], не содержащей этилендиаминтетрауксус-
ной кислоты. В контрольном варианте соль марганца (MnCl2) отсутствовала. В остальные ва- 
рианты дополнительно вносили MnCl2 «хч» до конечной концентрации 0,010; 0,025; 0,050; 0,100; 
0,500; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 и 25,0 мг/л. Культивирование проводили в прозрачных сосудах объемом 
0,25 л, при толщине слоя 7 см, температуре 23 oС, непрерывном барботировании суспензии воз-
духом со скоростью 20–25 л/ч, чередовании световых и темновых фаз – 12 ч/12 ч, освещеннос- 
ти на поверхности сосуда 86 мкЭ/м·с, которую регистрировали с помощью люксметра Ю-116. 
Для перехода от освещенности в люксах к энергетическим единицам использовали коэффициент 
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перехода: 1000 лк = 17,2 мкЭ/м·с [24]. Посевная доза составляла 7,8 ± 0,7 млн/мл клеток. Концент-
рацию клеток хлореллы определяли визуально с помощью камеры Горяева. 

На 1, 4, 7, 10, 13, 16, 22, 28, 34 и 40-е сутки отбирали аликвоты культуры, содержащие 
по 50 ± 0,43 млн клеток, отделяли их путем центрифугирования при 6000 об/мин в течение 
10 мин, трижды отмывали от культуральной жидкости дистиллированной водой. Образцы кле-
ток замораживали и хранили при температуре –20 °С.

Для определения содержания пигментов в процессе роста культуры хлореллы (40 сут куль-
тивирования) использовали ацетоновые экстракты ее клеток. Для этого три параллельные аликво-
ты по 50 ± 0,43 млн клеток хлореллы измельчали в гомогенизаторе Поттера–Эльвейема при 4 °С 
в 0,5 мл бидистиллированной воды и CaCO3, как описано в работе [25]. Затем в гомогенат добав-
ляли холодный ацетон «хч», содержимое встряхивали, центрифугировали при 4000 об/мин 
2 мин при 4 °С, надосадочную жидкость, которая представляла собой вытяжку пигментов, 
быстро переливали в кварцевую кювету и спектрофотометрировали. Процедуру повторяли 
до полного обесцвечивания осадка.

Для количественных определений хлорофиллов и каротиноидов полученный экстракт фотомет-
рировали при длинах волн, соответствующих максимуму абсорбции пигментов, – 663 нм (хлоро-
филл а), 645 нм (хлорофилл b), 630 нм (хлорофилл с), 470 нм (каротиноиды) и 750 нм. Последний 
максимум абсорбции использовали для введения поправки на неспецифическую абсорбцию и рас-
сеяние света экстрактом. Концентрацию (мг/л) исследуемых пигментов (хлорофиллов a, b и кароти-
ноидов) в клетках хлореллы определяли по формулам H. K. Lichtenthaler при экстрагировании пигмен-
тов в 80 %-ном ацетоне [26], хлорофилла c – по формуле, рекомендованной рабочей группой № 17 
при ЮНЕСКО [25]. Расчет концентраций пигментов (мг/млн клеток) производили по формуле 
F = СV/X, где F – концентрация пигмента в клетках культуры, мг/млн клеток; С – концентрация пиг-
мента, мг/л; V – объем экстракта, л; Х – количество взятых для исследования клеток хлореллы, млн.

Пигментный индекс Маргалефа находили как соотношение ацетоновых экстрактов общих 
каротиноидов к хлорофиллу а (Ссar/Ссhl а) [27]. 

Все операции при гомогенизации и спектрофотометрировании выполняли в затемненном по-
мещении. Исследования проведены 9-кратно. Полученные результаты обработаны статисти- 
чески с использованием программы Statistica 6.0. Достоверность различий между вариантами 
определяли с учетом коэффициента Стьюдента (t) для принятого уровня значимости (р ≤ 0,05).

Результаты и их обсуждение. Установлено, что клетки данного штамма хлореллы не содер-
жат хлорофилл с (он не выявлен во всех исследуемых нами образцах), что согласуется с данны-
ми литературы [25].

В контрольном варианте за весь период культивирования концентрация хлорофилла а воз-
росла в 3,07 раза (см. таблицу, рисунок). Динамика его уровня в интервале 1–22 сут, в принципе, 
приближалась к линейной зависимости, что в целом согласуется с ранее описанной линейной 
динамикой накопления биомассы [21]. Однако, в отличие от последней, через 28 сут концентра-
ция хлорофилла а падала на 36 %, но вновь возрастала в последующий период культивирования, 
достигая максимума в конце культивирования.

Концентрации этого пигмента в контрольном варианте отличались от таковых внутриклеточ-
ного белка. Примечательно, что уровень внутриклеточного белка в период с 1-х по 4-е сутки сни-
жался на 34 % [21]. Возможно, этот сдвиг отражает адаптацию культуры к среде. На 1–7-е сутки 
роста культуры концентрация хлорофилла а в клетках контрольного варианта возросла на 86 %. 
К 10-м суткам уровень его несущественно снизился (–15 %), а начиная с 13-х до 22-х суток вклю-
чительно значение этого показателя увеличилось на 63 % в сравнении с таковым на 10-е сутки. 
На 28-е сутки уровень пигмента вновь падал на 36 %, но к концу культивирования практически 
не отличался от такового на 22-е сутки. В данном случае снижения уровня пигмента в 1–4-е сутки 
роста культуры не наблюдалось, но отмечалось через 28 сут роста, что отличалось от динамики 
внутриклеточного белка, концентрация которого заметно возросла [21].

Добавление в питательную среду соли марганца во всем диапазоне концентраций уже через 
24 ч вызвало увеличение содержания хлорофилла а на 54–127 % с максимумом при концентра-
ции эффектора 0,1 мг/л. 
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Концентрация пигментов в клетках хлореллы при добавлении в питательную среду хлорида марганца, 
соотношение хлорофиллов а/b и пигментный индекс Маргалефа 

The concentration of pigments in chlorella cells and Margalef pigment index when manganese chloride 
was added to the nutrient medium, the ratio of chlorophylls а/b 

Концентрация Мn2+, 
мг/л

Концентрация пигментов, мг/млн клеток
Ссhl а /Cсhl b

Пигментный индекс 
МаргалефаХлорофилл a Хлорофилл b Каротиноиды

1-е сутки
Контроль
0,010
0,025
0,050
0,100
0,500
1,000
2,500
5,000
10,000
25,000

40,24 ± 1,55
76,38 ± 2,28*

81,67 ± 2,98*

82,94 ± 3,75*

91,50 ± 2,53*

88,01 ± 1,07*

76,35 ± 2,72*

77,80 ± 2,77*

75,46 ± 0,86*

64,18 ± 1,78*

62,15 ± 1,61*

18,88 ± 0,72
26,67 ± 0,95*

32,61 ± 0,74*

31,97 ± 0,91*

32,73 ± 0,91*

33,64 ± 0,84*

25,87 ± 0,92*

27,28 ± 0,14*

26,39 ± 0,94*

21,02 ± 0,72
26,93 ± 0,93*

12,48 ± 0,32
20,07 ± 1,60*

22,21 ± 1,07*

24,05 ± 1,06*

23,01 ± 0,83*

22,29 ± 0,52*

20,05 ± 0,56*

19,30 ± 0,52*

19,46 ± 0,86*

14,27 ± 0,52*

17,56 ± 0,43*

2,13
2,86
2,50
2,59
2,80
2,62
2,95
2,85
2,86
3,05
2,31

0,31
0,26
0,27
0,29
0,25
0,25
0,26
0,25
0,26
0,22
0,28

4-е сутки
Контроль
0,010
0,025
0,050
0,100
0,500
1,000
2,500
5,000
10,000
25,000

55,81 ± 0,31
86,60 ± 1,01*

100,62 ± 0,84*

89,46 ± 1,46*

96,26 ± 1,57*

98,84 ± 1,79*

97,46 ± 0,49*

93,89 ± 2,78*

93,63 ± 1,75*

93,01 ± 2,25*

91,82 ± 1,69*

24,72 ± 0,92
30,31 ± 1,03*

35,83 ± 0,27*

29,19 ± 0,97*

32,05 ± 1,13*

32,79 ± 1,25*

33,22 ± 0,41*

31,48 ± 1,12*

31,32 ± 1,32*

32,50 ± 1,12*

29,32 ± 1,71*

22,84 ± 0,30
21,99 ± 0,14
23,97 ± 0,07
21,63 ± 0,43
23,35 ± 0,86
23,87 ± 0,28
23,56 ± 0,97
22,76 ± 1,62
21,99 ± 2,20
21,56 ± 0,65
22,13 ± 1,46

2,26
2,86
2,81
3,06
3,00
3,01
2,93
2,98
2,99
2,86
3,13

0,41
0,25
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,23
0,23
0,24

7-е сутки
Контроль
0,010
0,025
0,050
0,100
0,500
1,000
2,500
5,000
10,000
25,000

87,64 ± 0,46
166,51 ± 0,85*

164,30 ± 1,29*

153,58 ± 1,22*

132,72 ± 3,25*

153,94 ± 2,10*

153,51 ± 3,75*

142,78 ± 0,38*

105,05 ± 3,74*

106,83 ± 1,83*

103,77 ± 2,48*

34,75 ± 0,12
67,02 ± 0,42*

64,79 ± 0,84*

59,90 ± 0,88*

54,42 ± 2,21*

62,36 ± 0,95*

58,41 ± 0,96*

53,46 ± 1,14*

37,57 ± 1,17
36,27 ± 0,99
37,11 ± 1,08

21,95 ± 0,43
41,68 ± 0,54*

43,70 ± 0,60*

37,35 ± 0,03*

32,10 ± 1,51*

36,99 ± 1,41*

36,43 ± 0,86*

33,92 ± 0,97*

25,66 ± 1,92*

24,63 ± 1,32*

27,68 ± 0,45*

2,52
2,48
2,54
2,56
2,44
2,47
2,63
2,67
2,80
2,81
2,80

0,25
0,25
0,27
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,23
0,27

10-е сутки
Контроль
0,010
0,025
0,050
0,100
0,500
1,000
2,500
5,000
10,000
25,000

74,78 ± 0,91
133,97 ± 2,97*

105,90 ± 4,63*

104,84 ± 0,84*

97,26 ± 2,15*

116,22 ± 3,84*

93,18 ± 1,75*

92,63 ± 1,68*

93,38 ± 1,27*

103,88 ± 3,38*

92,37 ± 1,51*

22,96 ± 1,06
54,18 ± 0,21*

40,94 ± 1,43*

39,91 ± 0,24*

35,55 ± 0,97*

45,16 ± 2,04*

35,83 ± 1,02*

33,87 ± 1,32*

34,80 ± 1,29*

37,22 ± 2,17*

33,89 ± 1,42*

17,34 ± 0,97
32,99 ± 0,58*

28,58 ± 0,45*

26,51 ± 0,29*

25,25 ± 2,17*

30,39 ± 2,40*

26,69 ± 2,25*

25,72 ± 1,06*

23,70 ± 1,18*

24,95 ± 1,35*

21,33 ± 1,09*

3,26
2,47
2,59
2,63
2,74
2,57
2,60
2,73
2,68
2,79
2,73

0,23
0,25
0,27
0,25
0,26
0,26
0,29
0,28
0,25
0,24
0,23

13-е сутки
Контроль
0,010
0,025

90,97 ± 1,08
105,82 ± 2,48*

92,72 ± 1,48

33,62 ± 1,08
39,37 ± 0,92*

34,23 ± 0,81

24,57 ± 2,71
27,32 ± 2,10
25,03 ± 1,11

2,71
2,69
2,71

0,27
0,26
0,27
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Концентрация Мn2+, 
мг/л

Концентрация пигментов, мг/млн клеток
Ссhl а /Cсhl b

Пигментный индекс 
МаргалефаХлорофилл a Хлорофилл b Каротиноиды

13-е сутки
0,050
0,100
0,500
1,000
2,500
5,000
10,000
25,000

98,00 ± 1,84
119,31 ± 3,78*

157,18 ± 2,36*

121,85 ± 3,43*

155,22 ± 2,36*

154,54 ± 2,67*

147,75 ± 2,07*

119,11 ± 1,34*

41,77 ± 0,74*

45,01 ± 0,97*

58,73 ± 1,91*

47,33 ± 1,24*

59,06 ± 0,81*

58,63 ± 0,63*

57,59 ± 1,82*

46,70 ± 1,71*

27,92 ± 1,00*

31,30 ± 2,81*

41,90 ± 3,72*

33,49 ± 3,32*

43,10 ± 0,90*

41,26 ± 1,81*

39,12 ± 1,72*

30,46 ± 2,64*

2,35
2,65
2,68
2,57
2,63
2,64
2,57
2,55

0,28
0,26
0,27
0,27
0,28
0,27
0,26
0,26

16-е сутки
Контроль
0,010
0,025
0,050
0,100
0,500
1,000
2,500
5,000
10,000
25,000

106,14 ± 1,17
154,72 ± 1,22*

174,11 ± 2,77*

123,72 ± 1,70*

121,43 ± 3,83*

157,30 ± 0,83*

167,64 ± 2,45*

156,28 ± 2,47*

155,99 ± 3,03*

127,14 ± 1,24*

169,07 ± 2,00*

45,56 ± 0,85
57,55 ± 0,94*

70,23 ± 0,42*

48,00 ± 0,71
47,27 ± 0,15
57,29 ± 0,72*

70,48 ± 0,68*

64,79 ± 0,34*

64,11 ± 1,08*

48,55 ± 1,14
67,94 ± 0,24*

27,83 ±0,22
40,26 ± 0,10*

46,35 ± 0,22*

31,29 ± 0,22*

32,95 ± 0,34*

40,23 ± 0,13*

44,94 ± 0,74*

39,53 ± 0,09*

42,67 ± 0,10*

29,15 ± 0,23
42,76 ± 0,77*

2,71
2,69
2,71
2,35
2,65
2,68
2,57
2,63
2,64
2,57
2,55

0,26
0,26
0,27
0,25
0,27
0,26
0,27
0,25
0,27
0,23
0,25

22-е сутки
Контроль
0,010
0,025
0,050
0,100
0,500
1,000
2,500
5,000
10,000
25,000

121,67 ± 2,20
182,30 ± 1,73*

183,12 ± 1,67*

166,33 ± 3,45*

176,65 ± 4,67*

152,74 ± 2,23*

98,33 ± 0,76*

90,17 ± 2,52*

87,01 ± 1,08*

92,63 ± 1,97*

89,93 ± 1,02*

50,69 ± 0,29
78,10 ± 1,17*

73,98 ± 0,14*

67,96 ± 1,03*

71,77 ± 0,24*

56,92 ± 0,86*

33,23 ± 0,16*

31,80 ± 0,29*

30,29 ± 0,18*

29,90 ± 0,76*

28,09 ± 0,12*

32,74 ± 0,41
41,93 ± 0,38*

45,15 ± 0,20*

42,48 ± 0,11*

43,30 ± 0,22*

37,90 ± 0,50*

22,22 ± 0,44*

20,80 ± 0,63*

20,62 ± 0,38*

18,67 ± 0,21*

18,02 ± 0,64*

2,40
2,33
2,48
2,45
2,46
2,68
2,96
2,84
2,87
3,10
3,20

0,27
0,23
0,25
0,26
0,25
0,25
0,23
0,23
0,24
0,20
0,20

28-е сутки
Контроль
0,010
0,025
0,050
0,100
0,500
1,000
2,500
5,000
10,000
25,000

77,85 ± 0,22
81,04 ± 1,84

203,50 ± 4,90*

93,80 ± 1,27*

81,34 ± 0,97
85,39 ± 1,74

185,35 ± 3,08*

152,11 ± 2,29*

155,15 ± 1,21*

137,99 ± 3,28*

145,12 ± 2,48*

29,81 ± 0,33
29,67 ± 1,13
91,24 ± 1,46*

33,24 ± 1,81
31,55 ± 0,72
31,59 ± 0,42
81,28 ± 1,51*

59,98 ± 0,39*

54,26 ± 0,27*

54,45 ± 0,61*

55,74 ± 0,93*

23,77 ± 0,03
21,97 ± 0,48
50,84 ± 0,65*

21,73 ± 0,97
21,62 ± 0,91
22,87 ± 0,86
41,36 ± 0,98*

32,66 ± 0,25*

37,50 ± 0,07*

25,55 ± 0,53
31,08 ± 0,08*

2,61
2,73
2,23
2,82
2,58
2,70
2,28
2,54
2,86
2,53
2,60

0,31
0,27
0,25
0,23
0,27
0,27
0,22
0,21
0,24
0,19
0,21

34-е сутки
Контроль
0,010
0,025
0,050
0,100
0,500
1,000
2,500
5,000
10,000
25,000

107,49 ± 1,61
168,60 ± 3,25*

120,49 ± 2,78*

140,74 ± 3,73*

124,00 ± 3,94*

127,66 ± 2,77*

129,57 ± 1,86*

109,77 ± 1,59
124,01 ± 3,69*

177,95 ± 2,78*

118,34 ± 0,82

31,57 ± 0,26
70,40 ± 1,16*

45,75 ± 0,59*

53,88 ± 0,35*

46,44 ± 0,74*

49,24 ± 0,14*

48,85 ± 0,25*

31,20 ± 0,94
42,93 ± 0,27*

68,29 ± 0,16
39,26 ± 0,66*

31,40 ± 0,02
44,37 ± 0,43*

34,38 ± 0,42
40,67 ± 0,84*

35,92 ± 0,71*

37,75 ± 0,43*

32,90 ± 0,08
29,03 ± 0,65
32,33 ± 0,63
37,40 ± 0,76*

28,29 ± 0,09

3,41
2,39
2,63
2,61
2,67
2,59
2,65
3,52
2,89
2,61
3,01

0,29
0,26
0,29
0,29
0,29
0,30
0,25
0,26
0,26
0,21
0,24

Продолжение таблицы
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Концентрация Мn2+, 
мг/л

Концентрация пигментов, мг/млн клеток
Ссhl а /Cсhl b

Пигментный индекс 
МаргалефаХлорофилл a Хлорофилл b Каротиноиды

40-е сутки
Контроль
0,010
0,025
0,050
0,100
0,500
1,000
2,500
5,000
10,000
25,000

123,73 ± 1,01
 212,29 ± 3,06*

 173,87 ± 1,78*

131,89 ± 1,57
138,79 ± 1,34*

146,89 ± 1,87*

183,09 ± 3,40*

185,01 ± 3,13*

195,54 ± 2,11*

184,39 ± 0,85*

125,57 ± 2,34

43,91 ± 0,36
102,63 ± 2,01*

68,28 ± 1,81*

53,52 ± 0,25*

68,14 ± 0,38*

63,01 ± 1,06*

70,72 ± 1,14*

68,24 ± 0,17*

78,99 ± 2,30*

71,59 ± 1,78*

45,98 ± 0,29

30,91 ± 0,85
54,72 ± 0,96*

45,70 ± 0,42*

35,51 ± 0,65*

37,82 ± 0,18*

46,87 ± 0,80*

46,78 ± 0,64*

47,12 ± 0,18*

51,82 ± 0,77*

43,61 ± 0,04*

30,34 ± 0,39

2,82
2,07
2,55
2,46
2,04
2,33
2,59
2,71
2,48
2,58
2,73

0,25
0,26
0,26
0,27
0,27
0,32
0,26
0,25
0,27
0,24
0,24

П р и м е ч а н и е.  * – изменения статистически достоверны при р ≤ 0,05.

Более того, введение в питательную среду MnCl2 сопровождалось сложной, колебательного 
характера, динамикой уровня данного пигмента фотосинтеза. Для наглядности нами дано де-
тальное описание динамики хлорофилла а при росте культуры в присутствии соли марганца.

Так, при добавлении хлорида марганца во всем концентрационном диапазоне в первые 7 сут 
уровень хлорофилла а возрос на 45–118 % с максимумом при концентрации эффектора 0,01 мг/л. 
Снижение же этого уровня в последующий период (7–10-е сутки) составило 20–39 %, причем 
было слабо выраженным при трех максимальных концентрациях MnCl2. Следует отметить, что 
при добавлении в питательную среду соли марганца в диапазоне концентраций от 1,0 до 10,0 мг/л 
максимум накопления хлорофилла а обнаружен на 40-е сутки. И лишь при концентрациях эффек-
тора 0,025 и 25 мг/л этот максимум проявился на 28-е и 16-е сутки соответственно.

При трех же минимальных концентрациях MnCl2 содержание этой формы хлорофилла продол-
жало снижаться или оставалось на низком уровне до 16-х суток, когда содержание хлорофилла а 
вновь увеличилось по сравнению с 13-ми сутками на 26–88 %.

В остальных случаях рост концентрации хлорофилла а начинался уже с 13-х суток. При этом 
наблюдалась сложная концентрационная зависимость. Так, при концентрации соли 0,5–2,5 мг/л 
после роста содержания этой формы хлорофилла к 16-м суткам наблюдалось снижение этого па-
раметра. Причем для варианта с концентрацией эффектора 0,5 мг/л его уровень с 13-х по 16-е сутки 
был максимальным (178 % по отношению к началу культивирования), а при дальнейшем культи-
вировании он снижался и вновь возрастал, не достигая уже этой величины. Для вариантов с кон-
центрациями эффектора 1,0; 2,5 и 5,0 мг/л падение уровня хлорофилла а на 22-е сутки сменялось 
его ростом, достигая максимального значения к концу культивирования: 240, 238 и 259 % соот-
ветственно по отношению к началу культивирования. При максимальной концентрации соли 
марганца наибольшая величина уровня этой формы хлорофилла выявлена через 16 сут роста 
культуры (272 % по отношению к началу культивирования), а в дальнейшем величина этого па-
раметра уменьшалась. Через 28 сут вновь отмечено увеличение содержания хлорофилла а в клет-
ках водоросли, однако его концентрация не достигала уровня 28-х суток.

Принципиально близкая динамика с небольшими отклонениями от описанной детально вы-
ше для хлорофилла а наблюдалась также для хлорофилла b и каротиноидов. Во всех случаях 
выявлены выраженные сдвиги содержания пигментов фотосинтеза на 7–10, 22–28 и 28–34-е сутки. 
При некоторых концентрациях эффектора в питательной среде выявлены дополнительные сдви-
ги к указанным выше. Подобная картина отмечалась нами ранее для уровня внутриклеточного 
белка [21].

Пигментный состав автотрофов, как известно, характеризует состояние их фотосинтетиче-
ского аппарата. И важным показателем его сбалансированной работы является соотношение форм 
хлорофиллов а и b, поскольку хлорофилл а связан с реакционными центрами фотосистем, а хло-
рофилл b – со светособирающим комплексом фотосистемы II [28]. Соотношение хлорофиллов 

Окончание таблицы
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связано с активностью хлорофилла а: чем оно выше, тем активнее протекает фотосинтез. По дан-
ным литературы, в норме этот показатель должен соответствовать 2,2–3,0 [29]. Полученные нами 
соотношения форм хлорофиллов а и b лежат в пределах 2,13–3,41, что свидетельствует о высо- 
кой активности фотосинтеза. Прямой концентрационной зависимости активности фотосинтеза 
от ионов марганца в среде нами не наблюдалось.

Показано, хлорофилл а и каротиноиды являются обязательной составляющей фотосинтети-
ческого комплекса. При этом только хлорофилл а служит непосредственным донором энергии 
для реакций фотосинтеза, остальные пигменты принимают участие в процессах поглощения 
и миграции энергии [30], благодаря чему более полно используется свет видимой части спектра [31]. 

Динамика уровней хлорофиллов a, b и каротиноидов в клетках культуры Chlorella vulgaris (% по отношению к пер-
вым суткам) при росте на питательной среде, содержащей MnCl2 (концентрация MnCl2, мг/л: К – контроль (без 

MnCl2); 1 – 0,01; 2 – 0,025; 3 – 0,05; 4 – 0,1; 5 – 0,5; 6 – 1,0; 7 – 2,5; 8 – 5,0; 9 – 10,0; 10 – 25,0)

Dynamics of the chlorophylls a, b and carotenoids levels in the cells of Chlorella vulgaris culture (% to the first days) when 
growing on a nutrient medium containing MnCl2 (concentration of MnCl2, mg/l: K – control (without MnCl2); 1 – 0.01; 2 – 

0.025;  3 – 0.05; 4 – 0.1; 5 – 0.5; 6 – 1.0; 7 – 2.5; 8 – 5.0; 9 – 10.0; 10 – 25.0)
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Роль каротиноидов заключается не только в выполнении функции дополнительных пигмен-
тов фотосинтеза, но и в защите хлорофилла от окисления свободными радикалами [32]. В отли-
чие от хлорофилла а, каротиноиды являются более стабильными компонентами. Пигментный 
индекс Маргалефа (сar/сhl а) в известной мере отражает метаболический уровень и функцио-
нальное состояние клеток [33]. Этот показатель может колебаться в достаточно широких преде-
лах и зависит от факторов среды, физиологического состояния фитопланктона и его видового 
состава. Величина данного соотношения в молодых культурах обычно невелика и, как правило, 
находится в пределах от 0,28 до 0,40 [34]. Принято считать, что увеличение данного индекса сви-
детельствует об ухудшении физиологического состояния и «старении» фитопланктона или об уве-
личении его пигментного разнообразия [35]. 

Во всех наших исследованиях пигментный индекс Маргалефа находился в границах 0,19–0,41. 
Это согласуется с физиологически активным состоянием микроводоросли на протяжении всего 
культивирования. Сопоставление этих результатов с ранее полученными данными о динами- 
ке биомассы, внутриклеточного белка позволяет увидеть различия в сроках наступления фаз 
«понижение–повышение», «рост–понижение» всех изучаемых показателей. Это обстоятельство 
дает основания полагать, что уровень биомассы, содержание белка и концентрация хлорофиллов 
и каротиноидов имеют довольно сложные взаимосвязи, которые не укладываются в прямые за-
висимости и, возможно, регулируются различными механизмами. В динамике уровня биомассы 
скорость ее роста во всех случаях не остается одинаковой на протяжении всего периода культи-
вирования хлореллы [21]. Однако кинетические кривые имеют вид кривой с насыщением. Иная 
ситуация прослеживается в динамике белка и фотосинтетических пигментов.

Казалось бы, рост уровня фотосинтетических пигментов, предполагающий интенсифика-
цию фотосинтеза, должен способствовать размножению клеток водоросли и увеличению био-
массы. Однако этого не происходит, что позволяет предположить, что имеет место расходование 
определенных важных для размножения клеток компонентов питательной среды. Вместе с тем, 
судя по состоянию фонда фотосинтетических пигментов и накоплению внутриклеточного белка 
(их динамика, за исключением периода с 1-х по 4-е сутки практически однотипна), клетки культу-
ры хлореллы остаются в метаболически активном состоянии и через 40 сут после начала культи-
вирования.

Следует отметить, что в литературе отсутствуют материалы об изложенном выше столь де-
тальном разборе динамики белка и фотосинтетических пигментов, а тем более суждения о при-
чинах подобной картины. Можно предположить, что выявленные перестройки обусловлены по-
степенным исчерпанием одного из компонентов среды и переходом культуры на другой. Однако 
это требует исследования динамики потребления компонентов питательной среды культурой. 

Заключение. Полученные результаты исследований подтверждают ранее сделанный вывод 
о наличии в культуре хлореллы структурно-метаболических перестроек. При этом периоды 
«спада–роста» в клетках уровня фотосинтетических пигментов практически совпадают с ранее 
описанными нами сдвигами концентрации внутриклеточного белка. Судя по динамике накопле-
ния внутриклеточного белка и фотосинтетических пигментов, несомненно, что даже при пре-
кращении роста количества клеток культура остается в физиологически активном состоянии. 
Следовательно, подобные перестройки обусловлены постепенным исчерпанием одного из ком-
понентов среды и переходом культуры на другой источник питания. Выяснение данного меха-
низма предполагает дальнейшее изучение динамики компонентов питательной среды, что и со-
ставляет задачу исследований в перспективе. 
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