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Аннотация. В работе рассматривается воздействие различных концентраций биогенных веществ 
на динамику роста культуры микроводорослей Chlorella sorokiniana, а также на содержание 
хлорофилла и флуоресценцию клеток культуры. С помощью метода флуориметрии произведена 
оценка фотосинтетической активности клеток культуры. Показано, что низкое содержание нитратов 
и фосфатов приводит к снижению скорости роста культуры, уменьшению концентрации 
хлорофилла в пробах воды, а также к снижению скорости электронного транспорта на уровне 
фотосистемы II, квантового выхода и базовых показателей флуоресценции. Произведена оценка 
фотосинтетического индекса эффективности (PI) функционирования фотосистемы II. Показано, что 
показатель PI возрастает при интенсивном нарастании биомассы Chlorella sorokiniana, и снижается 
при снижении скорости роста культуры. 
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Фитопланктон является одним из основных звеньев любой водной экосистемы [1]. В водных экосистемах 

фитопланктон является главным продуцентом органического вещества, которое образуется в результате 
фотосинтеза. Состояние фитопланктона может служить одним из показателей экологического благополучия 
водоема. При действии различных экологических факторов и антропогенных загрязнений в первую очередь 
изменяются фотосинтетическая активность и концентрация клеток водорослей [2-4]. Из всего многообразия 
происходящих процессов своим влиянием на динамику биомассы планктона выделяются потребление 
минеральных питательных веществ и изменение их состава во внешней среде. 

При оценке состояния водных объектов, прежде всего, оценивают содержание биогенных веществ и 
наибольшее внимание уделяют содержанию азота и фосфора. Кроме того, информативным показателем 
состояния водоема является отношение концентраций данных элементов – N : P [5-7]. Также уделяется внимание 
содержанию гуминовых кислот и растворенного органического вещества [8]. 

Авторы [9] указывают на высокую связь между содержанием ионов азота и фосфора и биомассой 
фитопланктона на участках рек, подверженных антропогенному воздействию. Согласно данным [11] для речных 
систем не всегда наблюдается корреляция между содержанием биогенных веществ и биомассой фитопланктона, 
тогда как для озер такая зависимость прослеживается более четко. При этом известно около 400 таксонов 
водорослей, которые способны отражать изменения содержания органического вещества в водной среде.  

Авторы [12], отмечают значимость отношения содержания азота и фосфора, как самостоятельного 
абиотического фактора, ограничивающего рост водорослей и способного изменить структуру фитопланктонного 
сообщества. 

Динамика фитопланктона в пресноводных экосистемах обуславливается его сложными связями с 
зоопланктоном и другими участниками пищевой цепочки, а также с многочисленными физическими и 
химическими факторами [1, 12, 13]. Интенсивность нарастания численности и биомассы фитопланктона зависит 
от интенсивности света и наличия питательных веществ, что, в свою очередь, зависит от притока питательных 
веществ из вне [14] и внутренних процессов водоема [15]. Временные (межгодовые и сезонные) изменения 
факторов окружающей среды, прежде всего, колебания концентрации биогенных веществ в водной среде, 
усложняют понимание и интерпретацию этих взаимодействий, а также их воздействие на рост фитопланктона. 
Весной биогенных веществ достаточно и лимитирования, как правило, не наблюдают. В летний период, во время 
активного размножения фитопланктона, наступает период недостатка биогенных веществ [16]. 

Таким образом, целью исследования являлось изучение степени воздействия различных концентраций 
фосфат- и нитрат-ионов в питательной среде на динамику роста, а также флуоресценцию культуры 
микроводорослей Chlorella sorokiniana. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
В качестве объекта исследования использовали культуру микроводорослей Chlorella sorokiniana. Водоросли 

выращивали на стерильной культуральной среде Тамия, при пересеве в колбы Эрленмейера объемом 250 или  
500 мл. Колбы освещали светодиодными лампами полного спектра A60 фирмы Uniel в течение 12 часов в сутки, 
периодически перемешивая. В ходе проведения исследований использовали импульсный флуориметр PhytoPAM 
фирмы Walz для определения концентрации хлорофилла в исследуемых пробах, а также для регистрации 
минимального и максимального уровня флуоресценции, и квантового выхода. Для регистрации кривых ИФХ 
использовали флуориметр ФС-2, разработанный на базе СКТБ «Турбулентность» и кафедры биофизики ДонНУ. 
На основании полученных кривых и параметров OJIP-теста [3] проводили анализ состояния микроводорослей. 
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В ходе исследования проводили измерение общего содержания хлорофилла по сигналу флуоресценции на 
470, 520, 645 и 685 нм, а также следующих показателей флуоресценции: 

0F  – минимальный уровень флуоресценции, соответствующий состоянию, когда все реакционные центры 
(РЦ) фотосистемы II (ФС II) открыты; 

mF  – максимальный уровень флуоресценции, соответствующий состоянию, когда все РЦ ФС II закрыты; 

0mv FFF −=  – переменная или вариабельная флуоресценция, отражает соотношение между константами 
скоростей реакций фотохимического и не фотохимического использования энергии возбуждения реакционного 
центра; 

m

0m
0 F

FF
Ф

−
=  – квантовый выход флуоресценции, показатель эффективности протекания первичной 

фотохимической реакции в ФСII [3, 17, 18]. 
Подсчет числа клеток в пробах воды производили с помощью камеры Горяева под световым микроскопом.  
 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
Ограничение пищевых ресурсов, прежде всего, сказывается на численности популяции. В случае клеток 

фитопланктона, недостаток питательных веществ может приводить к изменению содержания фотопигментов, а 
также снижению фотосинтетической активности клеток. 

Результаты измерений представлены в таблице 1. 
Согласно полученным результатам между культурами, выращенными при содержании нитратов 0, 0,75 и 

1,5 г/л, достоверных отличий не наблюдалось, тогда как для культуры с полным составом питательных веществ 
была характерна более высокая скорость роста численности. Разницу наблюдали через 7 дней культивирования. 
При этом выход на стадию плато для всех тест-культур наблюдали примерно в одинаковые промежутки времени 
– от 40 суток культивирования. Число клеток в пробах воды с наибольшим содержанием фосфатов на 
завершающем этапе эксперимента в 3 раза превышало значение для культуры, произрастающей в полном 
отсутствии фосфат-ионов (6 и 2 млн. клеток соответственно). При содержании фосфатов 1,25 г/л культура 
микроводорослей выходила на плато после 10 суток с начала эксперимента, тогда как другим культурам 
требовалось больше времени. Наблюдается четкая зависимость между содержанием биогена и численностью 
клеток – при снижении содержания фосфат-ионов скорость роста численности клеток снижается. Однако, на 
начальном этапе исследования в течение первых 7 дней рост численности был одинаков для всех культур. 

Полное отсутствие фосфат-ионов в питательной среде приводит к снижению содержания хлорофилла в 
клетках микроводорослей после 20 дней культивирования. В случае полного состава питательной среды –  
1,25 г/л [PO4] наблюдали рост содержания фотопигмента в пробах воды. Кроме того, при снижении содержания 
фосфатов (0,7 и 0,15 г/л) также наблюдали нарастание концентрации хлорофилла, но уже с меньшей скоростью, 
в сравнении с концентрацией 1,25 г/л. Для культур, выращенных при содержании нитратов 0, 0,75 и 1,5 г/л, 
достоверных отличий не наблюдалось. Культура, выращенная на среде Тамия с полным составом, 
характеризовалась наибольшей скоростью роста в сравнении с другими тест-культурами. Однако, стадии плато 
для изменения численности клеток такой же фазы роста для содержания хлорофилла не наблюдали. Возможно, 
рост концентрации хлорофилла связан с увеличением количества фотопигмента внутри уже функционирующих 
клеток, а не при появлении дочерних. 

Не смотря на рост как числа клеток, так и содержания хлорофилла, наблюдали постепенное снижение 
квантового выхода флуоресценции. Стоит отметить, что интенсивному росту численности культур 
соответствовали высокие значения квантового выхода флуоресценции. Так, в первые 7 суток эксперимента 
квантовый вод составлял около 0,6-0,65 единиц. Со снижением скорости роста происходило и снижение 
квантового выхода до 0,5 ед. Через 20 суток культивации без добавления фосфатов квантовый выход клеток 
снижался и достигал своего минимума на 40-й день. Для культур, растущих в присутствии различных 
концентраций биогенных веществ, также было характерно снижение данного показателя, но до величины около 
0,4 ед. При этом, для сред с содержанием 0,15 и 0,7 г/л фосфатов такое снижение можно объяснить истощением 
пищевого ресурса, то в случае с полным составом питательной среды такой эффект может быть вызван 
повышением плотности раствора, что, в свою очередь, приводило к «самозатенению» клеток фитопланктона. В 
результате такого эффекта большая часть клеток не получает достаточного количества световой энергии, что 
приводит к снижении эффективности функционирования фотосинтетического аппарата. 

На следующем этапе исследования выполняли регистрацию световых кривых флуоресценции (RLC) клеток 
микроводорослей. Данный метод основан на постепенном повышении действующего света от самых низких 
интенсивностей до значений соизмеримых с актиничным светом с последующей регистрацией скорости 
электронного транспорта, квантового выхода, а также показателей минимальной и максимальной 
флуоресценции. Такие кривые позволяют оценить уровень адаптационных возможностей организмов к 
изменяющимся условиям освещенности, а также определить интенсивность протекания процессов 
нефотохимического тушения флуоресценции (тепловой диссипации и т.д.).   
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Таблица 1. Некоторые параметры культур клеток Chlorella sorokiniana при различном содержании 
нитрат- и фосфат-ионов в питательной среде  

 NO3, г/л PO4, г/л 
0 0,75 1,5 2,5 0 0,15 0,7 1,25 

7 сут. 

N, млн. кл. 1,0±0,1 1,8±0,3 1,3±0,4 2,3±0,3 1,5±0,3 1,1±0,2 1,6±0,2 1,9±0,2 
Chl, мкг/л 57±5 54±1 70±2 119±4 86±2 47±2 71±5 106±2 
𝐹𝐹0, отн. 
ед. 967±70 1262±17 936±10 1122±12 726±18 706±8 776±7 768±15 

𝐹𝐹𝑚𝑚, 
отн.ед. 3329±53 3536±23 3180±28 3718±24 2887±40 2389±5 2795±15 2876±62 
𝐹𝐹𝑣𝑣
𝐹𝐹𝑚𝑚

, отн.ед. 0,554 
±0,010 

0,538 
0,007± 

0,550 
±0,006 

0,510 
±0,001 

0,472 
±0,007 

0,474 
±0,010 

0,516 
±0,021 

0,498 
±0,004 

ETR*, отн. 
ед. 51±6 49±7 59±4 66±4 68±3 64±4 58±7 70±3 

PI, отн.ед. 0,55 
±0,03 

0,54 
±0,04 

0,56 
±0,02 

0,40 
±0,02 

0,49 
±0,03 

0,44 
±0,01 

0,39 
±0,03 

0,89 
±0,03 

14 сут. 

N, млн. 
кл. 2,1±0,3 2,1±0,4 1,9±0,4 3,2±0,4 2,3±0,4 1,4±0,5 2,0±0,2 3,0±0,3 

Chl, мкг/л 73±2 64±2 79±2 139±6 93±3 54±2 84±6 118±4 
𝐹𝐹0, отн. 
ед. 1257±37 1489±34 1843±44 2454±51 1138±61 1796 

±133 
2031 
±153 

2045 
±156 

𝐹𝐹𝑚𝑚, 
отн.ед. 4162±85 5114±64 5634±31 7992±84 3453 

±100 
5364 
±341 

6218 
±516 

7114 
±448 

𝐹𝐹𝑣𝑣
𝐹𝐹𝑚𝑚

, отн.ед. 0,516 
±0,011 

0,528 
±0,004 

0,494 
±0,006 

0,436 
±0,005 

0,472 
±0,004 

0,482 
±0,004 

0,508 
±0,002 

0,502 
±0,004 

ETR*, отн. 
ед. 66±3 73±5 78±3 84±4 85±2 71±3 70±4 89±3 

PI, отн.ед. 0,22 
±0,02 

0,31 
±0,07 

0,24 
±0,01 

0,24 
±0,03 

0,13 
±0,01 

0,28 
±0,02 

0,09 
±0,01 

0,20 
±0,02 

24 сут. 

N, млн. 
кл. 2,4±0,2 2,6±0,2 2,0±0,3 4,2±0,4 1,8±0,1 1,6±0,2 2,0±0,2 4,1±0,3 

Chl, мкг/л 110±6 95±3 98±2 204±2 96±1 103±3 134±3 172±2 
𝐹𝐹0, отн. 
ед. 1777±46 1594±46 1749±36 2950±52 1877±21 2771±41 2784±49 3534 

±115 
𝐹𝐹𝑚𝑚, 
отн.ед. 

5164 
±117 

4728 
±148 

4992 
±129 

8611 
±119 4162±31 7477 

±113 
7667 
±129 

8713 
±412 

𝐹𝐹𝑣𝑣
𝐹𝐹𝑚𝑚

, отн.ед. 0,510 
±0,001 

0,508 
±0,004 

0,480 
±0,005 

0,460 
±0,004 

0,472 
±0,004 

0,478 
±0,007 

0,482 
±0,010 

0,494 
±0,005 

ETR*, отн. 
ед. 51±7 50±8 54±5 61±4 56±6 60±3 59±5 57±3 

PI, отн.ед. 0,16 
±0,01 

0,18 
±0,01 

0,18 
±0,01 

0,15 
±0,01 

0,02 
±0,01 

0,08 
±0,02 

0,09 
±0,02 

0,15 
±0,02 

46 сут. 

N, млн. 
кл. 3,4±0,2 3,7±0,3 3,8±0,2 5,8±0,4 2,1±0,2 3,3±0,3 4,2±0,4 5,7±0,4 

Chl, мкг/л 185± 194±5 204±7 367±3 19±2 220±8 249±3 291±4 
𝐹𝐹0, отн. 
ед. 2474±22 2591 

±103 2614±53 2683±45 3163±95 3010 
±205 3213±41 3991 

±146 
𝐹𝐹𝑚𝑚, 
отн.ед. 5878±30 6025 

±148 
5765 
±118 

5837 
±110 

7644 
±110 

7430 
±323 

7242 
±144 

8626 
±142 

𝐹𝐹𝑣𝑣
𝐹𝐹𝑚𝑚

, отн.ед. 0,442 
±0,004 

0,428 
±0,004 

0,438 
±0,004 

0,388 
±0,007 

0,352 
±0,010 

0,392 
±0,004 

0,396 
±0,005 

0,420 
±0,006 

ETR*, отн. 
ед. 47±3 46±4 48±3 52±3 39±1 42±2 43±4 46±3 

PI, отн.ед. 0,08 
±0,01 

0,06 
±0,01 

0,05 
±0,01 

0,04 
±0,01 

0,02 
±0,01 

0,05 
±0,01 

0,04 
±0,01 

0,05 
±0,02 

Примечание. * – значения ETR представлены при максимальном PAR – 764 мкмоль фотон м-2 с-1 
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Каких-либо изменений общего вида кривых, свидетельствующих о нарушениях функционального 
состояния фотосинтетического аппарата не наблюдали. Кривые имели стандартный вид, но при этом отличались 
между собой в различные промежутки времени эксперимента. 

На 14-сутки эксперимента наблюдали более высокие значения квантового выхода для клеток культуры с 
наибольшим содержанием биогенов в питательной среде. При этом значения квантового выхода для культуры, 
которая росла без добавления фосфатов были несколько выше, чем у культур с содержанием фосфат-ионов 0,7 и 
0,15 г/л. Стоит отметить, что для всех исследуемых культур на данном этапе были характерны значения 
квантового выхода, полностью соответствующие норме. На 30-е сутки эксперимента общий вид кривой не 
изменился, но при этом происходило снижение значений квантового выхода. В условиях наименьшей 
освещенности (16 мкмоль фотон м-2 с-1) значения квантового выхода не превышали 0,45 ед., что можно считать 
значением ниже нормы. Для культуры без фосфат-ионов наблюдали наименьшее значение данного показателя – 
0,37 ед. при 16 мкмоль фотон м-2 с-1. 

Показатели скорости электронного транспорта на 14-е сутки мало отличались для всех исследуемых 
культур. Различия проявлялись только при очень интенсивном свете, близком к насыщающему – от 564 до  
764 мкмоль квант·м–2·с–1. Наибольшая скорость электронного транспорта была характерна для культуры с 
минимальным содержанием биогенов в питательной среде. При этом в культуре с содержанием 0,75 г/л нитрат-
ионов также наблюдали значения ETR выше, чем для культур, выращенных на питательных средах с 
содержанием 1,5 и 2,5 г/л. Форма световой кривой для ETR не изменялась. При этом с течением времени 
происходило снижение скорости электронного транспорта. Это наблюдалось для всех исследуемых культур. 

Показатели скорости электронного транспорта при культивировании культур в присутствии различных 
концентрациях фосфат-ионов на 14-е сутки мало отличались для всех исследуемых культур. Различия 
проявлялись только при очень интенсивном свете, близком к насыщающему – от 564 до 764 мкмоль квант·м–2·с–1. 
Наибольшая скорость электронного транспорта была характерна для культуры с содержанием фосфат-ионов в 
питательной среде 1,25 г/л. При этом в культуре с наиболее низким содержанием биогенов также наблюдали 
значения ETR выше, чем для культур, выращенных на питательных средах с содержанием 0,15 и 0,7 г/л. Однако, 
на последних этапах культивирования для культуры без фосфатов был характерен наиболее низкий показатель 
ETR. Наибольшие значения параметра сохранялись для культуры с наибольшим содержанием биогенов. 

Согласно результатам OJIP-теста большая часть исследуемых тест-функций не имела достоверных различий 
между отдельными экспериментальными культурами. Динамика изменения данных параметров в большей 
степени зависела от длительности культивации культуры. Для большинства параметров, отражающих скорость 
работы фотосинтетического аппарата и эффективность протекания фотосинтетических процессов в нем, было 
характерно постепенное снижение с течением времени. На начальных этапах эксперимента наблюдали резкое 
возрастание данных показателей – в период интенсивного нарастания тестовых культур. 

В течение первых 7 суток культивации культур наблюдали резкое возрастание показателя функциональной 
активности фотосистемы II (PI), что согласуется с данными по нарастанию содержания хлорофилла и числа 
клеток в пробах воды. При этом для клеток с наименьшим содержанием биогенных веществ в питательной среде 
наблюдали наибольшие значения данного показателя. В течение последующих 10 дней наблюдали постепенное 
снижение параметра PI. Однако, при этом скорость снижения данного показателя была наименьшей для культуры 
с наибольшим содержанием биогенов в питательной среде. Поскольку данный показатель является интегральным 
и не зависит от числа клеток в исследуемом растворе, это указывает на более долгое сохранение фазы активного 
роста в культуре с содержанием фосфат-ионов 1,25 г/л. Прежде всего показатель PI – это показатель 
функциональной активности ФС II, отнесенный к поглощаемой энергии. Следовательно, как только численность 
культуры микроводорослей возрастала до высоких концентраций, происходило снижение общего количества 
световой энергии, поглощаемого клетками фитопланктона. Это вызвано высокой плотностью исследуемых 
растворов. На заключительном этапе исследования наблюдали наиболее низкие значения параметра PI, которые 
не изменялись с течением времени. 

Таким образом, при недостатке нитрат- и фосфат-ионов в питательной среде происходят изменения в 
функционировании фотосинтетического аппарата микроводорослей: возрастание скорости закрывания 
реакционных центров ФС II, а также резкого возрастания и последующего снижения фотосинтетического 
индекса эффективности функционирования ФС II. 

Согласно литературным данным, при неблагоприятном воздействии на клетки фитопланктона в начальные 
моменты времени наблюдают возрастание показателей флуоресценции, в частности квантового выхода и 
энергетических параметров [17–20]. Низкие показатели PI на последующих этапах измерений свидетельствуют 
о низкой фотосинтетической активности клеток, что соотносится с динамикой изменения численности клеток 
фитопланктона, а также содержанием фотосинтетических пигментов в пробах воды. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 
Низкое содержание биогенов способствует снижению скорости роста численности культуры 

Chlorella sorokiniana, снижению скорости нарастания содержания хлорофилла в исследуемых пробах. 
Недостаток биогенных веществ приводит к нарушению адаптационных свойств фотосинтетического 

аппарата микроводорослей при действии света невысокой интенсивности (около 264 мкмоль квант м-2 с-1), а 
также уменьшению скорости электронного транспорта при культивировании клеток более 14 дней. 



     ECOLOGICAL  BIOPHYSICS                                                                                                                                          . 

Russian Journal of Biological Physics and Chemistry, 2020, vol. 5, No. 3, pp. 511-516 

515 

При недостатке фосфат- и нитрат-ионов в питательной среде происходит снижение эффективности 
переработки поглощенной световой энергии клетками фитопланктона и фотосинтетического индекса 
эффективности функционирования ФС II. 
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FLUORESCENCE PARAMETERS AND CHLORELLA SOROKINIANA CULTURE GROWTH DYNAMICS 
AT DIFFERENT CONTENT OF BIOGENIC SUBSTANCES 

Bespalova S.V., Romanchuk S.M., Chufitskiy S.V. 
Donetsk State University 

Universitetskaya str., 24, Donetsk, 283001, DPR; e-mail: ChufitskyiSergey@yandex.ru 
 

Abstract. The effect of various concentrations of nutrients on the growth dynamics of the microalgae 
Chlorella sorokiniana, as well as on the content of chlorophyll and the fluorescence of the cells of the 
culture is considered. Using the method of fluorimetry, the photosynthetic activity of culture cells was 
evaluated. It was shown that a low content of nitrates and phosphates leads to a decrease in the growth rate 
of the culture, a decrease in the concentration of chlorophyll in water samples, and also to a decrease in the 
speed of electron transport at the level of photosystem II, quantum yield, and basic fluorescence indices. 
The photosynthetic efficiency index (PI) of the functioning of photosystem II was evaluated. It was shown 
that the PI index increases with an intensive increase in the biomass of Chlorella sorokiniana, and decreases 
with a decrease in the growth rate of the culture. 
Key words: fluorescence, phytoplankton, nitrates, phosphates, chlorophyll. 
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