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РЕФЕРАТ 

Объем данной маги�трской диссертации составляет 63 страницы. 
Ко:-шчество рисунков и графиков -7, таблиц - 5, формул - 16, использованных 
источников-·- 74. 

ОСНОВНАЯ ЦЕЛЬI ДИССЕРТАil;ИОННОЙ РАБОТЫ - изучение 
биохимических и органо�ептических свойств простеших водорослей, а также 
исс:ледовани1� процессов накопления внеклеточных органических веществ в 
культурах ююрокоюшвых водорослей в связи с физиологическим состоянием 
клеток. В связи с этим бьщи сформулированы следующие задачи: 

1. исследовать процессы накопления внеклеточных органических
:веществ в культурах хлорококковых водорослей в связи с 
фотосинтетической актиJfюстью и жизнеспособностью клеток; 

2. установить ВОЗJ\,Ю)J{ности применения данных электроспектроскопии
накопительной ку льтурьt Cblorelia в процессе развития в оптимальных 
условиях для определени.g: функциональной активности клеток водоросли; 

ОБЪЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
В качестве основного объекта исследования использовали аксеничную 

культуру водоросли СЫФrе/lа pyt·enoidosa, штамм DMMSU-S-39. Культуру 
выращивали накопителWJым методом на среде Тамия в культуральных 
сосудах с 250 мл среды при температуре 37° С и непрерывном освещении 
40 Вт/м лампами ЛБ-80. Сосуд барботирова11и воздухом, очищенным 
пропусканием через сиqтем:у ватных фильтров и обогащенным 2% СО2,

скорость тока воздуха Q,3 л/мин. Водоросли периодически проверяли на 
чистоту высевом на чащки со стандартными агаровыми средами МПА 1Б0

сусло. 
МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ: 
Численность клеток ;определяли прямым счетом в камере Горяева, а 

также по оптической r1rлфтности при 540 нм на спектроэлектроколориметре 
с дальнейшим построе ием кагшбровочных кривых. Процент мертвых 
клеток учитывали [][р счетом 500-1 ООО клеток путем окрашивания 
метиленовым синим. ф ибка не превышала 5-7 о/о. Количество общего 
130В ку;1ы:уральных с�е и биомассы 1<.1еток определяли после сжигания с 
бихромато:м ЮUIИЯ КОЛфпиметричеСКИ на спектроэлектроколориметре. Для 
этого к11етки отделяли P'f среды 15 мин. центрифугированием при 5500 g с 
последующим фи.1ътро�,�нием через мембранные фильтры с размерами пор 
0,23 МЮ\1:. ; i 

РЕ3У ЛЬ ТАТЬ,1 
Опыты по и3учениф [накопления ВОВ в культурах водоросли Cf.ilorella

1 

py1·enoic/osa показали, 111то увеличение количества ВОВ происходило в 
соответствии с pocтol\,i �исленности клеток и к концу опыта составляло 
не:личину 580-620 м1г/л.! I} начале, в частности на временном интервале 1-5 
сут. содержание м:ерrг,ых клеток не превышало 3-5о/о. Накопление 
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i � 
:t\;1 органики в среде в эт�� 6ремя происходило с высокои скоростью. ожно

долустить, что ис:точfчко:м ее в это время являются живые клетки
вс�tорослей. 

Наиболее важным Jфздяется вопрос о возможностях клеток водорослей 
к прижизненному вьще фнию органических веществ, что тесно связано с 
гетерогенностью стру 1tуры популяции клеток по физиологическому 
состоянию, с крит,ерия J� опредеJlения живых и мертвых клеток. Оценка 
прироста ВОВ отноше1 и� к приросту биомассы для Chlorella pyrenoidosa

S-39 в оптималы-1ых 1fловиях в начале кривой роста показала, что
воз:можная величина п 1fжизненных выделений ВОВ клетками культуры
сос�:а�ляет З,9·-5., 1 �lc) поl <)тношению прироста ВОВ к приросту биомассы
(таол.2). 

Установлено, что, 1 J( Э-5 сут. развития достигается максим�шьная 
активность фотоси1--пез:�, накопление в среде органики резко увеличено 
3а счет при:жизненн�1:t выделений, поскольку мертвых клеток мало (по 
окрашиванию) .. На 3 cyt. процент живых клеток, определенный при помощи 
м:етода электроспеюlро91Фпии не являлся максимальным и уже составлял 
лишь около 75 �<) (тафд. 4) , что означает наличие в суспензии ю1еток, 
функциона11ьно ослабш�нцых, но не мертвых. В период 5-7 сут. ( фаза 
экспоненциального j роста) продолжается интенсивный рост 
численности клеток и 11аr<опление органики в среде. Количество мертвых 
клеток по метод:� окрашивания около 9%. Активность 
фоТОСИНТе�Ш СНИЗИЛасч fIO она достаточна ДЛЯ поддержания ТеМПОВ роста
культуры. По электри 1�еским параметрам число живых уже существенно 
ум,�:ньшилось, очевидн�, за счет уменьшения доли клеток, способных к 
активному транспортt и возрастания доли клеток, функционально 
менее активных, но ф преобладанием роли пассивной проницаемости. 
Такие клетки в первук� Фчередь гибнут, но на данный момент времени их 
нельзя считать мерт+ыми. Доля ВОВ, выделяемого клетками, с 
нарушенными бар ьерf!J�1ми свойствами мембран довольно высока и 
становится преобладщ(�uцей к 1 О сут., а к 14 сут.лишь 34% клеток можно 
считать функциона.rьнf живыми, тогда как по методу окрашивания в
культуре до 70�, живы� клеток (табл. 4) .. 

Выявлено, что, рофт и развитие клеток водорослей сопровождается 
из::м:енением как активнt>ж, так и пассивных транспортных процессов через 
мембрану клетш:, прич

;
· :м в определенные сутки культивирования активный 

перенос ионов преобла. а�т над пассивной проницаемостью. Так происходит 
на 5-7 сут, тогда ка на 3 и 11 сут уровень функционирования 
активных транспортнь!f: процессов минимален. Это свидетельствует об 
)'ВеЛИЧеНИИ ЧИСЛа )КИЗНfЧПОСО6НЫХ КЛеТОК В культуре На 5-7 сут, ЧТО также
подтверждается мак:сm1арьными значениями в эти сроки коэффициента 
поляризации (жизнеспосрli>ности) Кп , 

Опираясь на иссле:до�:tние функционального состояния культуры Ch:lorella

pyrenoiaosa S-39 можно!. полагать, что до 7 сут. развития в условиях 14-сут. 
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наблюдений в накопле

!

ии ВОВ определяющее значение имеют процессы 
г
.
rрижизненного выде

. 
ле1 Иfl

. 
, которое происходит почти линейно. После 7 сут.

процесс накопления В( В продолжается, причем с ускорением, очевидно за 
счет вклада в накопш:�н е: биомассы лизировавших клеток, а также органики, 
выделяющЕ:йся функ�i рнально мертвыми клетками с мембранами, 
утратившими свои ба 1�ерные функции (рис.3). Изменения активности 
фотосинтеза и энергоз I:\ИСимых параметров в это время имели сходный 
характер с 1vшкси\1у1vюм в/а 5 сут. (изменения активности ФС 2, величины Rs, 
отражающего проница мосгь и а - параметра, зависящего от уровня 
метаболизма клеток), чт� 11I:одгверждает высказанное выше положение. 

Основное значени водорослей в жизни природы вытекает из их 
физиологических особfн:ностей как зелёных растений: подобно высшим 
3еш�ным растения1v1 1-fa · суше, водоросли в воде являются основным
созидателем о�ганичее ФГО вещества. Таким образом, можно �казать, чт�
весь остальнои мир ci временных живых сушеств воды в тои или инои 
мере обязан своим < ·ществованием водорослям, так как водоросли, 
благодаря содержаш н) в них хлорофилла, способны созидать 
органические вещест it своего тела из неорганических веществ 
окружающей их В< дJ>I. Следовательно, они являются в воде 
производителями той [j:щрвопищи, которой в дальнейшем пользуются все 
остальные лишённые хрФрофилла водные организмы. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 1

, 

Огромное :шачен�,: имеет также то обстоятельство, что водоросли в 
процессе фотосинтеза iвыделяют свободный кислород, необходимый для 
дыхания водных органф:!;мов, как животных, так и растительных. 

В работе рассм,�тривали водоросли как морфофизиологическую 
целостность, вьrяснилр их многообразия в целом, происхождения и 
взаимных ф и:логене1�9:еских связей, изучили биохимические и 
органолептичекие своi' ства водорослей (на примере Chlorella) . Точно так 
же с этих позиций елостности хорошо выявляются место и роль 
водорослей в природе: в и:сторическом плане они представляют собой 
первый этап в развит и всего зелёного ствола растительного мира, а в 
об1дем круговороте J еществ в природе играют огромную роль как 
первичное звено все)', пищевых связей в водной среде и гигантский 
поставщик кислород в атмосферу. Несмотря на удивительное 
многообразие жизненн 1х форм растений, большинство из них объединяет 
уникальная способное' ь� которая определяется способом их питания. 

Проведенные в pai оrге и:сследования показюти, что в процессе развития 
накопительной культу д1 Chlorella выделение органических веществ на 
ра:шых стадиях рост происходит неравномерно и тесно связано с 
функциональны\1 со тоянием клеток, соотношением процессов 
прижизненного и пост ttтального выделения .. В связи с неоднородностью 
структуры популяции одоросли по функциональному состоянию, трудно 
учесть внеклеточньrе О] ганическш�: вещества (ВОВ) водорослей, выделяемое 
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клетками живыми, но I tJ.арушенной проницаемостью внешних мембран, в 
накоплениии :внеклето 1:fых органических веществ водорослей возрастает
роль пассивной диф< )1ЗИИ органических веществ. Накопление их в 
культур:::шьной средt:: водорослей сопровождалось значительными 
из:мененияl\,ш фотосинт1 тtrче:ской активности культуры Chlorella pyrenoidosa

S-39. В экспоненци чьной фазе :максимальная фотосинтетическая
активность культурь1 врдоросли., величина коэффициента поляризации,
отражающt::го про ни цш мjость и зависящего от уровня метаболизма клеток,
совпада;ш со с:коросты iроста и скоростью накопления ВОВ. Накопление
ВОВ на фоне сниж� нwi фотосинтетической активности и в начале
стационарной фазь1 рЕ 1!ития культуры, объясняется увеличением доли
клеток с низкой фу ню ирнальной активностью - функционально мертвых
(по электрической пр 1:jоди:\1ости на низких частотах.). В это время в
процессе выделения В1 ]� увеличивается роль пассивной диффузии в связи
с увеличением п ()ницаемости мембран клеток, судя по
электропроводности. На стационарной фазе резко снижается
жизнеспособность кш ,�к водоросли и в составе ВОВ значительно
возрастает до;1я прод: кtrов автолиза клеток. Доля мертвых клеток по
данным элекч:юпровод�Р

. 
сти выше, чем по методу окрашивания для всей

кривой роста. Это lс�идетельствует в пользу сложного характера
гетерогенности струю}�ры популяции водоросли ChloreUa по
функцион�пьному сосt:�янию. В накоплении ВОВ увеличивается рол�
выделении функцион ·�ьно мертвыми клетками (по низкочастотнои
проводимости). С.1е.1.0Е

t:
'"fельно, при учете ВОВ необходимо принимать во 

внимание фун:кциона 1:�юе состояние клеток, что позволит точнее 
оценивать внеклеточн J!P продукцию водорослей, а также регулировать 
биотехнологические 1.щ*J{Ы с использованием культур микроводорослей. 

Полученные в paбor(t данные позволяют полагать, что в естественных 
условиях накопление '

I_ iВНеклеточных органических веществ, нередко
обладшощих высокой р1nологической активностью, создает возможности 
как для и�: использов,,н,-�я в энергетич:::::ском обмене микроорганизмов и
водорос:леи, так и .zф:J участия ВО.В в регуляции развития самих 
водорослей. 
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1.ВВЕДЕНИЕ

Мир водорослей громен. Он занимает в растительном царстве 
совершенно особое, ключительное по своему значению место, как в 
историческом аспекте., т к и по той роли, которая принадлежит ему в общем 

в 
11 " круговороте веп..1,еств рироде. месте с тем само понятие водоросли в 

научном отношении с адает большой неопределённостью. Это заставляет 
специально рассмотре' ь отличие относимых сюда растительных организмов 
от других представите. растительного царства. 

Действителr:>но, с� о о «водорослю:> означает лишь то, что это растения, 
живущи:е в воде .. Одна в ботанике этот термин применяется в более узком 
смысле, и не все раст ия, наблюдаемые нами в водоёмах, можно назвать 
водорослями. С друго стороны, именно водоросли мы часто попросту не 
замечаем в водоёмах., 
невооружённым глазш 

Приглядываясь к 
всего замечаем обилие: 
ним относятся, напри�, 
Здесь ж:е нередко вст 

ак как очень многие из них нелегко распознать 

'зличным водоё:мам, особенно к озёрам, мы прежде 
астений. Некоторые из них прикреплены ко дну. К
, крупные зелt!:ные скопления так называемой тины. 
чаются и более крупные водоросли, состоящие из 

хорошо за�vrетных на ла3 простых или ветвящихся нитей, или совсем 
:крупные хоровые водо ели, внешне похожие на хвощ. 

С другой стор11 н 1, значительное количество микроскопических 
водорослей, таких )К как в водоёJ,,�ах, произрастает и на суше: на 
поверхности почвы и I амой её толщ�::, на деревьях, камнях. Правда, жизнь 
этих водорослей то ·л�сно связана с водой, однако они могут
довопьствоваться толь атмосферной и грунтовой влагой, росой. В отличие 

эти водоросли легко переносят высыхание и очень 
ейшем увлажнении. В царстве растений водоросли 

подцарству ни3ших, или слоевцовых растений, куда 
, грибы и лишайники. Как и все низшие растения, 

от "водных 1
' водорос:ле � 

бь1стро оживают при r1 
относятся к обширном 
входят также бактери 
водоросли размно)ка11 
относятся к с:поровы�, 
водоросли резко отш 
хлорофилла, благодар 
углекислый газ. Кро 
развитым хлорофилло 
,другие тип:ы: питания. 

'Я вегетативно или с помощью спор, то есть 
астениям. Однако в физиологическом отношении 
ются от остальных низших растений наличием 

которому они способны ассимилировать на свету 
того, многие водоросли, обладающие хорошо 

, помимо фототрофного, могут быть свойственны и 

Таким образом, .и одя из сказанного, легко вывести точное научное 
определение водоросл . Водоросли -- это низшие, то есть слоевцовые 
споровые растения, се: д ржащие в своих клетках хлорофилл, и живущие 
преимущественно в во . Такое определение, однако, не даёт представление 
о том огромном образии в строении тела, которое свойственно 
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водорослям. Здесь ,,1ы стречае:мся и с микроскопическими организмами -
одноклеточными и \1Н оклеточными, и с крупными формами различного 
строения. Больпю1го р;, з ообразия достигают здесь способы размножения и 
строение органов раз�� жен:ия. Даже по окраске водоросли неодинаковы, 
так как одни содер:жа'; олько хлорофилл, другие ещё ряд дополнительных 
пигментов, окрашиваю ие их в различные цвета. 

В научной литера ре до сих пор продолжаются споры о положении в 
общей системе, с одн стороны, сине - зелёных водорослей и, с другой 
стороны, всех тех в орослеi\ которые представлены одноклеточными 
подвижными формами набжёнными органами движения - жгутиками ( это 
почти все эвиленовьrе доросли, большая часть пирофитовых и золотистых 
водорослей и отдельн 1, классы жёлто - зелёных и зелёных водорослей). 
Действительно, сине зе.1i�ные резко отличаются от других водорослей 
простотой внутренн, организации клеток. Их клетки лишены 
оформленного ядра, ч сближает их с бактериями. Вместе с бактериями 
сине - :зелёные водоро и составляют раздел организмов, обозначенный как 
прокариоты, то ес:т1ь ", ядерные", в отличие от всех остальных растений и 
животных, обладающи фромленным клеточным ядром и обозначаемых как 
эукариоты. Что же кш�а тся жгутиков:ых форм водорослей, то здесь вопрос 
осложняется тe:vi:, чтоl они во многих случаях близки к подобным же 
бесцветным форматvт, , о дало повод для объединения всех их в общую 
систематическу:ю груп "жгутиковых организмов" и включение в систему 
животного мира. 

С этих позициi:' мир водорослей как первичных фототрофных 
организмов един и нелр тен .. Морфологическое многообразие его различных 
ветвей есть следств1ф эволюционного взрыва, вызванного появлением 
фотосинтеза, который I беспечи�1 хло_рофилоносным организмам успешное 
развитие в чисто аб: тической среде. Учитывая особенности строения 
клеток сине -- зелёiю водорослей, следует думать, что возникновение 
хлорофилла произош.1 о ещё на прокариотическом уровне, а наличие в 
настоящее время I ходных хлорофилоностных и бесцветных 
эукариотичес:ких ЖГf иковых форм обусловлено морфологическим 
паралл

. 
елизмом: эво,

.
лю* онного развития в разных ветвях организмов. Во 

всяком случае:, у � дорослей подобное явление морфологического 
параллелизма распрос:' анено очень широко. Такая точка зрения хорошо 
подтверж,цается ещi,� и м, что в пределах большинства вышеперечисленных 
отделов водорослей утиковь1е формы тесно связаны переходами с 
другими, типично "вод ослевьп,ш" структурами - неподвижными клетками, 

КОЛОНИЯМИ - И НИТЯJ'vШ" 1 имеются и Ьезусловно 
Таким образ01,1, 

1 " , другои стороны в пределах некоторых отделов 
оричные обесцветившиеся формы. 
ссмотрим водоросли как морфофизиологическую 

целостность, выясним многообразия в целом, происхождения и взаимных 
филогенетических с:вя: е . Точно так ж�;� с этих позиций целостности хорошо 
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выявляются место и р, ь водорослей в природе: в историческом плане они 

представляют собой п =-р:вый этап в развитии всего зелёного ствола

растительного l\Шра, , в общем круговороте веществ в природе играют 

огромную роль как пе ичное звено всех пищевых связей в водной среде и 

гигантский поставщик слорода в атмосферу. 

Из)'Чение всех э· вопросов составляет предмет особой науки -

альгологии. 

Несмотря на уди1 
большинство из ни 

ельное многообразие жизненных форм растений, 

объединяет уникальная способность, которая 

определяется способоl\'[ 1 х питания. 
В отличие от )КИВ 1 ых организмов и многих бактерий, использующих 

для своей жизнедеягел ости готовые органические соединения, у растений 
выработалась в ходе Э] о юции способность использовать для питания такие 
полностью окис.:с1ённы1: ещества, как углекислота и вода, и создавать на их 
основе органические с1 е инения .. Этот процесс в природе осуществляется за 
счёт энергии солнечн1 г) евета и сопровождается выделением кислорода. 
Использование энергии дпя биологических синтезов стало 

возможным благодаря явлению у растений комплекса поглощающих свет 
пигментов, :важнейшиl\, I з которых явля1;::тся хлорофилл. Процесс светового и 
углеродного питания J астений получил название фотосинтеза. Таким 
образом, функция тосинтеза растений является, по существу, 
биохимическим процее м преобразования световой энергии в химическую. 

Водоросли, уже пр .тейшие из них - сине - зелёные, являются первыми 
организмами, у котоJ ь х появилась в процессе эволюции способность 
осуществлять фотоси1 з с использованием воды в качестве источника 
водорода и в1ыдЕ·ле�: свободного кислорода, то есть процесс, 
свойственный всем /1-РУ I м водорослям, а за ними и высшим растениям. 

Осуществляемый аст1;::ниями в грандиозном масштабе процесс 
преобраз.ования энер света в химическую энергию продуктов 
фотосинтеза является актически единственным 11руслом 1\ через которое
'"вливается'' в биологи ски приемлемой форме энергия, необходимая для 
поддержания жизни и ·руговорота веществ в биосфере нашей планеты.
Именно поэтому выд:а1 ийся русский естествоиспытатель К.А. Тимирязев 
говорил о «коеJ\ШЧ кой роли 3елёных растений». О размерах 
фотосинтетической де:1 т льности растений в планетарном масштабе можно 
судить по том[у., что сь кислород атмосферы Земли имеет, как сейчас 
доказано, фотосинтет 1: еское происхождение. Залежи каменного угля 
представляют собой оеобразный "запас" некогда преобразованной в 
результате фотосинтез растений солнечной энергии, складированный в 
определённые геологич кие эпохи. 

Второй ос:обенгюс· ь питания водорослей и других растений, не менее 
важной� ХО1l'Я и не · а 'ОЙ специфичной, как фотосинтез, является их 
способность усваиватъ зот, серу фосфор, калий и другие минеральные 



элементы в виде ионо 
таких важнейших коl\, п 
нуклеиновые кис:юты, 
обмена. Ср��ди сине 
осуществлять процесс 
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инеральных солей и использовать их для синтеза 

нентов живой клетки, как аминокислоты, белки, 

акроэргические соединения, вещества вторичного 

зе.1i�ных водорослей имеются формы, способные 

1:кс2щии свободного азота атмосферы и превращать 

его в органические а:ю· н re вещ(;:ства своего тела. 

Основными ш�рв 1 ными продуцентами в водоемах являются 

п;1анктонные водоросш , которые за счет фотосинтеза осуществляют процесс 

новообразования орга1 ческого вещества. Органические вещества клеток 

водорослей и органич кие вещества, выделяемые ими в среду - основа 

функционирования тр i ической цепи и, следовательно, трансформации 

вещества и энергии водных экосистемах. Внеклеточные органические 

вещества (ВОВ) явпЯJ 1ся связующим звеном в трофической цепи между 

водорослями, бакт1.�ри и, :юопланктоном, а также внутри сообщества 

фитопланктона. Вь1дел f ие органических веществ водорослями во внешнюю 

среду - ес:тественныi процесс, отражающий жизнедеятельность клеток 

:водорослей. Разнообра состава ВОВ:, биологическая активность отдельных 
компонентов вьщвинуть гипотезу об активном участии 
внеклеточных продукп в в экологическо1,1 метаболизме водоемов [51,58]. 

Изучение водорослей и бактерий с участием 
:внеклеточных метабол ов, в частности, антагонизма, важно для понимания 
механизмов взаимной егуляции популяций клеток в альгобактериальных 
ассоциациях, что сущее енно для прогнозирования изменений в сообществе и 
поиска путей управле1- и этим в:заимодействием и представляет интерес как 
для теоретических во осов гидробиологии, так и для практических задач 
оиотехнологии. 

В настоящее время остаточно хорошо изучен химический состав ВОВ 
микроводорослей, в овном с использованием лабораторных культур 
[19,32] .. Однако до си; юр существуют противоречия в оценке возможных 
объемов прижизненны ыделений, что чрезвычайно важно для правильной 
оценки первичной про кции [ 1,4 7]. Одним из наименее изученных является 
вопрос о выделения ВОВ, собственно определяющий 
происхождение ВОВ процессы их накопления во внешней среде 
микроводорослей. Деш сложняется трудностями методического характера, а 
также неоднородность популяций клеток водорослей по физиологическому 
состоянию, что присуп природным популяциям и накопительным культурам. 
В резу.:тьтате сложF-rо о рсделить, какая доля ВОВ является результатом 
прижизненных выдеш н й, а какая образовалась в процессе размножения 
клеток или юс автоли а Такое полож1ение является следствием отсутствия 
данных по изучению п цессов накопления ВОВ в связи с функциональным 
состоянием культур и I ток микроскопических водорослей, определяемых в 
основном активносты фотосинтеза и барьерными свойствами внешних 
мембран. 



10 

Наличие в составе ] В физиологически активных соединений липидной, 

фенольной природы и одуктов их ферментативной или неферментативной 

трансформации позвоJ я т полагать их участие в формировании качества 

водной среды как ере I обитания, а также в регуляции роста и развития 

водорос:.1ей (38,58] и кроорганизмов. Несмотря на длительную историю 

исследования ВОВ м1 оскопических водорослей, на современном этапе 

наименее и:зученнымJ являются вопросы, связанные с процессами 

прижизненного :выдеш ВОВ, физиологической активности отдельных 

компонентов внеклето ЬD( продуктов и участия их в регуляции роста и 
развития водорослей. 

Представитель м1- о очисленного семейства микросопических водных 
растений, И3 зеленьD( во рослей - Chloreila. Скорее всего, сравнивая с другими 
видами, ее можно о ести к культурным растениям, которые быстро 
приспособилrись к уело м аквакультуры. В царстве растений, Chlorella стоит 
на первом месте по о нь многим показатеям. Так, например, химический 
состав 101етки по содер нию белков, незаменимьD( аминокислот, витаминов, 
набору микроэлемент� в биологически активным веществам и прочим 
показателям не МОГ)Т С] а ниться не только водные, но и наземные растения. 

CJ,,Zm·eUa бьша от ыта и классифицирована в 1890 г. датским ученым 
J\11[.Y. Бейжерником. Св название хлорелла получила благодаря греческому 
корню '"chloros''', что чит желто-зеленый, а латинское окончание -ella -
буквально означает ,: аленький". Ее среда обитания - пресноводные 
водоемь1, где эта м: оскопическая водоросль, обладающая большим 
запасо:м: хлорофил.�а комплексом редчайших питательных веществ, 
участвует в процессе отосинтеза, поглощая углекислый газ, насыщая 
воздух кислородом. 

Эта микроскопич кая водоросль считается долгожительницей нашей 
планеть1, ее существо� а ие изме,ряется более чем двумя миллиардами лет, 
считается, что этим фа м она обязана уникальной клеточной структуре. 

Сверхпрочные ст, н и клетки Cblorella содержат три уровня, защищая, 
таким образ:ом, клето-.: н е ядро от во3действий внешних неблагоприятных 
факторов. Средняя ч ть оболочки ·- самая крупная, она состоит из 
целлюлозы, а наружн я, представляюпщя собой полимерный каротиноид, 
способна абсорбирова1. оксические элементы и удалять их из организма. 

Очень распростра иною является Chlorella vulgaris, а также Chlorella 
pyrenoi(/osa постоянно тречающаяся :массами в воде и в грязи луж, канав и 
прудов. Часто развива ся она, а также и родственная ей форма, Chlorella 
iпfusioпum в лаборато ях и домашнем быту в сосудах с водою или с 
растворами пепсина сахара, покрывая нежным зеленоватым налетом 
внутреннюю поверхнс ь стекла. Некоторые хлореллы известны уже с 
давних времен сво1 симбиозом с животными и первоначально 
принимались за орган I последних, но еще Брандт и GezaEпtz, независимо 

друг от друга, вперв 1 признали за ними эндогенное происхождение, 
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показав, что зет�ные L ообразные тельца, наблюдаемые в теле некоторых 
животных, суть са1,ю, ятельнь1е организмы, при чем Брандт отнес эти 
тельца к особому р, у водорослей., назвав его Zoochlorella. Но как 
свободноживущие хш р лль1, так и зоохлореллы различных животных 
имеют совершенно о у и ту же организацию, проходят совершенно 
одинаковые ста,дии ра: тия и отличюотся только образом жизни, а потому 
Бейжерник и соедини их в один общий род Chlorella, тем более что 
единственнь1й отличи· е ьный признак зоохлорелл от хлорелл, а именно 
только что упомянуты имбиотический. образ жизни первых с некоторыми 
низшими животным и, , азываетс:я непостоянным признаком, так как Брандт, 
а за ним и поз:дНЕ"ЙШ ученые, Кесслер, Гаманн, Шевяков, Фаминцын, 
Бейжерник и Аверинц , доказали, что изолированные зоохлореллы могут 
существовать на свобо и при том также энергично размножаться, как и в 
теле животных. Оргаю з ция и цикл развития хлорелл состоят в следующем: 
вегетативное тело их с тоит из одной шарообразной или овальной клетки с 
тонкою оболочкою... ю т рая по мнению одних авторов (Brandt, Dangeard) 
состоит из пеллюло3 1 а по мнению других (Geza-Entz, Фаминцын, 
Аверинцев и др.) и прозрачного студенистого вещества, лишенного 
целлюлозы. Такое ра: н гласие во мнениях произошло в силу того, что 
иногда оболочка хлор, ы не дает типичного для целлюлозы фиолетового 
окрашивания от хло инкиода, а потому вопрос этот остается пока 
открытьrм. Разl'леры J рообра3ных вегетативных клеток колеблются по 
данным различнь�х авт ов от O,CI015 мм. до 0,012 мм. В каждой такой клетке 
находится гомогенна: протоплазма, очень маленькое ядро прекрасно 
окрашивающееся ге. токсилином, и лентовидный или округлый 
пластинчатьтй стенкоп ожный хроматофор с одним или, реже, с двумя 
переноидами:. Геца-ЭJ ц (C:ieza- Entz) описывал в клетках хлореллы еще 
особые сократитешьнь е вакуоли, подобно таковым у хламидомонад, но 
позднейшими эти показания Геца-Энца были 
опровергнуты. ·ение хлореллы происходит путем повторного 
деления сначала хром офора и пиреноида, а затем и всего содержимого 
каждой клетки на нес лью) равных частей, от 2 до 16, которые остаются 
некоторое время окру� иными материнскою оболочкою, а после разрыва и 
исчезновения ее:, оказь, в тея свободно лежащими, быстро увеличиваются в 
размерах и чрез неко рый промежуток времени повторяют тот же цикл 
развития. Подвижных лементов разNшожения у хлорелл не существует, 
подобно тому, как и у д угих Pleurococcaceae. Отступления от нормального 
цикла развития встреч тся у хлорелл довольно редко и состоят в том, что 
иногда они размнож; тся путем отшнуровывания молодых особей от 
материнской, а кроме" о о при нормальном делении могут не освобождаться 
из материнской оболо и, а оставаться в ней на продолжительное время, 
превращаясь постепен в стадии Gloecystis и Palmella. Бейжерник изучил 

питание хлореллы l нашел, между прочим, что они для добычи 
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неооходимого азота н 
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аются не только в пептоне, но и в каком-нибудь 
углевод,�, как наприме1 ахар, а потому он причислил их к установленной им 
физиологич1�ской гру е пентон-углеводных организмов. Сожительство 
хлореллы с животю и представляет собою типичный пример того 
биологического явлент я которое давно уже получило в Германии название 
:Raнmpaiasitisшus, т.. е. :юрелла не паразитирует в теле животного, но и не 
приносит ему польз: 1 а является, так сказать, даровым жильцом. 
Неоднократно бьшо за чено, что не все экземпляры хлореллы остаются в 
теле простейших Жvl[ВЬ и, но иногда перевариваются последними. Явление 
это различно толков ось авторами, и только впоследствии удалось 
выяснить следующие ловия, при которых хлореллы либо погибают в 
организ:ме животных, обенно простейших, либо остаются жить в них: у 
простейших можно ле _различить три слоя протоплазмы в каждой особи: 
наружную, альвео:1я плазму, служащую покровом для двух 
последующих слоев, 1 р днюю, кортикальную плазму, не участвующую в 
пищеварении, и вну еннюю энд о плазму, заведующую пищеварением 
организма. Если хлор� л а попадает в эндоплазму, то она переваривается 
животным, если же I а попадет в кортикальный слой плазмы, то она 
остается жить в сим озе с животным, так как этот слой плазмы не 
принимает участие в 1 ищеварении. В систематическом отношении род 
Chorella делится на н с олько видов: Chlorella vulgaris Beyerink, Chlorella 
inJusioпнm Beyerink, ( ore:lla parasitica Brandt, Chlorella condustrix Brandt, 
Chlorel]la actirюsphaeriii vel'inze1N, которые различаются между собою по 
размерам и форме XI о атофоров и клеток, а также по другим мелким 
признакам. В качестве с мбионтов они найдены у весьма многих Protozoa, а 
также и у полипов, как н пример у Нуdга viridis. 

В ходе микроби огических исследований в дрожжевую культуру 
вводились смертельны дозы токсических элементов, а затем добавлялась 
хлорелла. Так как блю аря воздействию хлореллы дрожжевая культура не 
погибла, было уставов но, что эта микроскопическая водоросль в наиболее 
высокой степени спосо а нейтрализовать действия ядовитых веществ. 

Главные преимущ ва хлореллы д.1я здоровья: 
1. Избыток хлоро([ и ла
2. Природа клеточ rx стенок хлореллы
3. Наличи1� бета··ю
4. Высокая коннен ация нуклеиновых кислот.
Состав микроско 1 ческой водоросли Chlorella не исчерпывается 

высоким содер:;.кан ие1 белка, витаминов, микроэлементов, также там 
присутствуют пиг\,rе1 т 1, без которых живые организмы не могут 
синтезировать фер1нен , необходимые для нормального обмена веществ. 
Наиболее очевидный - хлорофилл, который называют "зеленым
3олотш,i' 3а его молекулярной структуры молекуле
гемоглобина. 
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2 .. ОБ30Р ЛИТЕРАТУРЫ 

2.1. Вн(:кш�то ые органичес1,ие вещества водорослей - общие 

по.ложения1 

к низшим раст 
миксом:ицеты1. и�1и ели 
отношении низшие ра 
каждый из которых 
эволюции (филогенез) .. 

иям: относятся водоросли, грибы, лишайники, 
ики, бактерии и актиномицеты. В систематическом 
ния делят более чем на 1 О обособленных отделов, 

еет самостоятельное происхождение и свой ход 

Наука о cucmeJ1;1! 1шсе (классификации) растений изучает группы 
растений:, выде"1енные о общим ( сходным) признакам. Группы называют 
таксонами. Сюлая :v1e ая их категория - вид, объединяющий сходные по 
строению, обитанию жизнедеятельности особи, дающие потомство, 
похожее на родителе . Близкие по строению виды объединяют в роды. 

Близкие роды входят J остав одного семейства. Каждое семейство относят 
к определенноr,.,1у кла с растений. Классы объединяются в отделы. Все 
отделы растении соста яют единое царство растений. 

Среди ВОВ могу: оказаться продукты основного, промежуточного и 
вторичного метаболи3 растительных клеток, поэтому в тексте редко 
использу�:тся терм ин астворенное органическое вещество (РОВ), по 
котором:у к РОВ отно растворенную органику с молекулярной массой 1 
кДа, коллоиды 1 О кДа и тонкодисперсные частицы до 0,45 мкм . Выделение 
ВОВ водорослюл:и но ешнюю среду -· естественный процесс, отражающий 
жизнедеятельность 1 ток водорос:�1ей. Разнообразие состава ОВ, 
биологиче:ская активно, т его компонентов уже давно позволили предположить 
активное участие НОВ в экологическом метаболизме водоёмов [ 9,24] 

При исследовании ек1еточных продуктов микроводорослей вьщеляют 
ряд задач: определею е их количества, качественного состава, изучение 
механизмов выделения э зометаболитов во внешнюю среду, определение их 
биолоп11-�еской активш с· и [19]. По количественной стороне ВОВ данные 
различньп( авторов 1 а более противоречивы. Одни авторы считают, 
например�, Ч[ТО ВОВ в1 орослей могут достигать величин, сопоставимьП( с 
биомассой �шеток [61] ругие допускают объем ВОВ 10-45% от общего 
ассимилированного уг ода [41], или 10-30% [51], или даже 50-80% [2]. В 
культурах водорослей , ёмы ВОВ ниже, чем в естественньП( водоёмах [2]и 
оцениваются в 2, .. 10%> о ссимиш1рованного в процессе фотосинтеза углерода 
[18]. Одной из причи различньП( оценок количества ВОВ может быть 
различия в методах ОПJ е еления ВОВ [8,19]. 

Другая причина з ключается в трудностях разделения истинно 
прижизненньD� внекnет ных ОВ от тех, что оказываются во внешней среде в 
результате отмирания леток [27]. ВОВ постлетального происхождения 
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оцениваются и в 75% т биомассы ю1еток. По другим данным, отмирание 
к:1еток водорослей не ется определя[ющим в накоплении ВОВ в среде, а 
основным их источ ком являются прижизненные выделения [30]. 
Накопление ВОВ в ку рах нитчатых водорослей до концентраций 40-100 
мг/л относят uеликом к прижизненным вьщелениям. Возможной причиной 
различной оценки ко чества ВОВ могут быть условия, при которых 
проводились Известно, что в олиготрофных водоёмах 
внею1еточньrе вьщё·ле1 и выше (до 24% от общего ассимилированного 
углерода), чем в эвтро1 ых (до 12% ), [46,2] увеличиваются они и в условиях 
несбалансированного ста и воздействии стрессовых факторов [33,30]. 
Выде:1ение вновь синт з рованных органических веществ зависят от состава 
фитопланктона, интен вности фотосинтеза [66]. Продуцирование ВОВ 
'Зависит от размера еток фитопланктона: мелкие формы продуцируют 
большие объемы по I р внению с крупными [69]. При снижении уровня 
освещенности величин неклеточной продукции увеличивается [ 46] 

Органические вещ1 с ва, выделяемые клетками водорослей во внешнюю 
среду часть фо о интетической продукции, лежащей в основе 
функционирования тр< ической цепи. В естественных условиях накопление 
ВОВ, нередко облада их высокой биологической активностью, создает 
возможности как д. их использования в энергетическом обмене 
микроорганизмов и В· орослей, так и для участия в регуляции развития 
микроорганизмов и самих водорослей. Внеклеточным продуктам 
принадлежит важная оль в функционировании водных биоценозов и 
формировании опреде ных химических свойств водной среды как среды 
обитания [32]. Особы интерес к роли ЖК в функционировании водных 
экосистем определяете ем, что установлена связь между количеством ЖК в 
составе ВОВ фитоплан она и его чисш�нностью [57,58]. Показано, что состав 
СЖК поверхностного оя воды может отражать фазы сезонной сукцессии 
фитопланктона [55] 

2.2. Х.ими'- кая природа внеклеточных органических веществ 

Химическая при да выделяемых водорослями органических 
соединений, крайне р нообразна. Среди них встречаются углеводы, 
азотсодержащие веще, т а, органические кислоты, фенольные соединения, 
липиды, витамины, фи' о ормоны [19,34,.35,32]. 

Растворимые поли ар�щы обнаруживаются в составе внеклеточных 
продуктов всех хоро изученных одноклеточных зелёных водорослей 
Chl01·elia Пunaliello, < larnydomonas, Scenedesmus, Ankistrodesmus [19]. В 
отличие от высших J а тений целикш,1 и полностью характеризующихся 
одним листостебельны типом строения, водоросли в пределах слоевцового 
типа строения о{ н руживают исключительное морфологическое 
разнообразие. Тело дорослей, может быть всех четырех степеней 
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сложности, вообще звестных для организмов одноклеточным, 

колониальным, много еточным и неклеточным. Их размеры в пределах 

каждой из этих t м отличаются огромным диапазоном от 

микроскопических, д очень крупных. Так некоторые виды зеленой 

одноклеточной водо ели синехотистис едва достигают 1 мкм, 
одноклеточные зелi5нь е водоросли из рода Chlorella, могут быть в 2 мкм, а 
длинна клеток, часп составляет 15 - 20 см. У водоросли Chlorella, 
внеклеточные полиса иды составляют 25-40% от общего количества 
органики в среде, осн ны:ми среди них являются галактоза и арабиноза, в 
меньших количествах стречается фруктоза, манноза, рамноза, уроновые 
кислотJ:>I [62] .. ·у Chll r lla найдены также глюкоза, галактоза, ксилоза, 
арабиноза, при этом азличия внеклеточных полисахаридов связаны с 
молярным соотношенJ входящих в ее состав моносахаридов и наличием 
или отсутствием уро вых кислот. Простые углеводы у большинства 
водорослей в средах л о совсем не обнаруживаются, либо присутствуют в 
следовых количествах 18]. Однако у цианобактерий Anacystis nidulans и 
Synechocystis cщuatilis ростые углеводы в средах составляют 9-13% от 
общего содержания В . Скорее всего, углеводы в культуральных средах 
являются компонента� клеточных стенок и накапливаются при лизисе, 
слущивании, растворен в процессе раз.1ожения [51,68,19]. 

У а:ютфи:ксирующ1 й АпаЬепа cylindrica на долю внеклеточного азота 
приходилось 30% от вязанного. Среди внеклеточных азотсодержащих 
веществ, как правило, исугствуют белки и полипептиды. Во внеклеточных 
белках 23 видов l\I01 с их водорослей содержалось от 0,2 до 5,9% от 
суммарного выделенн о углерода. Потери связанного азота у зеленых 
водороспей меньше, у культуры Scenedesmus quadricauda и Chlorella 
pyrenoidosa на дошо в клеточного азота приходится 5-12о/о от общего азота 
среды и клеток. П] и этом 10-20�'<) внеклеточного азота составляли 
полипептиды и 4-9�{) - ободные аминокислоты [20,16]. 

Среди органичt:::сю ю1слот ВОВ особое место занимает гликолевая 
кислота. Выде:1ение г и:колата водорослями происходит в результате 
простой диффуз.ии и ределяется соотношением скоростей ее синтеза и 
потребления, связю-ш< г с: активностью ферментов синтеза и ферментов 
гликолатно:rо пути, в ч� ности, гликолатдегидрогеназы [21,59]. 

Для микроводоро1 л рода Chlorella, характерно вьщеление в среду 
муравьиной и уксусноi слот (3-8%, иногда до 20% от суммы внеклеточных 
соединений). В куль·� альных средах этих же водорослей обнаруживали 
малат, оксал[ат, лак щавелевую, пировиноградную кислоты [19]. 
Установлено, что в ку. ь ральных средах Sceredesmus acuminatus, АпаЬаепа 

variabUis, Лfycrocys.tis eru,ginosa максимальное количество органических 
кислот накапливается агфазе и начале экспоненциальной фазы роста. При 
этом обнаруживали онную, фумаровую, гликолевую, винную, янтарную 
ЮIСЛОТЫ [42]. 
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Фенольные сое.дин ия в составе _ВОВ водорослей представлены в виде 
полифенолов, таких кш лавоноиды и таннины у бурых водорослей, например 
у Pucus vesicolosus [6' ] Для цианобактерий Mycrocystis pulverea, АпаЬаепа 

variaЫ/is показано, чт1 енольные соединения, вьщеляемые в культуральную 
среду, достигают конщ н аций ОА8-3,4б мг/л, причем количество вьщеляемых 

фенолов не связано их внутриклеточным содержанием, а зависит от 
физиологического сос яния. В культуральной среде зеленой водоросли 
Chlorelia выявлены ф1 льные соединения флавоноидной природы, которые 
накапливались в копиt е тве 0,61-1,04%1 от общего количества органического 
вещества среды в за симости от стадии развития культуры и условий 
выращивания. .Автор: удалось идентифицировать в клетках вещества, 
хроматографически бл кие к гликозиду флавонола, гликозиду изофлавона, 
гликозиду кверцитин . После кислотного гидролиза водорастворимых 
фенолов были обнар: ены также фенолкарбоновые кислоты и сложные 
эфиры. Однако в сред в основном присутствовали продукты превращений 
фенольных соединени юrеток [37,38]1. Состав фенольных соединений в 
культуралы-IЬD( средах : е еНЬD( водорослей и цианобактерий близок по своему 
составу. Продуциров, н 1:е фенолов отмечалось в природНЬD( условиях: 
цианобактерии, 1 'цветение" воды, выделяют фенольные 
соединения в процес(: своей жизнедеятельности и при отмирании, что 
ухудшает качество во, и вызывает ингибирование роста у сопутствующей 
альгофлоры. [32,39] 

Липиды в составе ] В водорослей составляют 8-1 Оо/о от сухого вещества 
клеток [48]. Среди ли дов, выделяеМЬD( различными группами водорослей, 
находят нейтра:-1ьные л �пиды, стерины, эфиры стеринов, сульфолипиды, 
гликолипиды, фос�фоJ и иды, триглицериды, свободные жирные кислоты 
(СЖК). При этом :к ичество ненасыщенньD( жирнЬD( кислот (НЖК) 
составляет до 60% от щего количества СЖК и положительно коррелирует 
с морфологической ел ос:тью водорослей. Суммарное содержание липидов 
и соотношение в них о елыf:IЬD( компонентов, состав ЖК зависят от видоВЬD( 
особенностей, темпера,· ы, обеспеченности биогенными элементами [32]. 

Зел�!:ные водоросш,, как это было показано на культуре Chlorella, в 
экспоненциальной и ст ионарной фазе роста накапливают в среде стерины, 
триглицериды, фоеф и С)КК. Из ЖК идентифицированы 
м:иристиновая, шшылит овая, олеиновая, эруковая, линолевая кислоты. Среди 
фосфолипидов - кефал и лецитин [ 40]. Близкие данные были получены на 
культурах водоросли Ch orella pyrenoidosa шт.82 и Chlorella sp. штамм К. В 
культуралы1ьD� средах еих штаммов был обнаружен близкий состав ЖК. В 
наибольших ко�·шчест а в среде находились пальмитиновая (16:0) и 
олеиновая {18: 1) кис ты, содержание которьD( достигало 55 и 43 % 
соответственно от С) ы ЖК. В :шачительно меньших количествах 
присутствовали пальм олеиновая (16:1) и стеариновая (18:0) кислоты, в 
следовьо( - миристнно я (l 4: 1), пентодекановая (15 :О), линолевая (18:2), 



линоленовая (18 :3) и 
средах бьши определе 
органических вещестJ 
Ch/oreUa, Scenedes,rnu. 

,1и1-юлевую, линоленов: 
культуральной среде 
с:1едующие С}КК: пал 
(Jl 6: 1 ), олеиновая (1 
лауриновой ( 12:0) и 
водороелей преобл21да 
с ростом ку.тьтуры 11р

[ ] 1 ] . 
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рахиновая (20:0). Суммарные концентрации ЖК в 
как 1-10 мк�Л, что составляло 0,1-0,4% от суммы 
реды [36]. В липидах зелёных водорослей родов 
преобладающими ЖК можно считать олеиновую, 
, шшьмитиновую и пальмитолеиновую кислоты . В 
цианобактерии Spirulina platensis преобладали 
итиновая (16:0), стеариновая (18:0), гексадеценовая 
1 ). Достаточно большим было и содержание 
иристиновой (14:0) кислот. Среди ЖК липидов 
пальмитиновая, линоленовая, линолевая, олеиновая, 
сходило постепенное увеличение содержания НЖК 

Ранее было устаю в ено, что в культуральных средах цианобактерии, 
зелёньгл:, диатомовых дорослей, содержатся ЖК, присущие клеткам этих 
водорослей. Несмотря а качественные отличия в липидном и ЖК составе 
внеклеточных ОВ разш ых групп водорослей, в количественном отношении 
накопление этих веще в в средах близко и имеет важное значение для 
функционирования J у ыур водорослей и природных сообществ 
фитопланктона. 

Выделение 
аминокислоты, органи1 е 
главным: образом, ди 
определяется концентр� 
этих соединений [4 7]. 
предполагают активны 

ения кJ11етками водорослей органических веществ 

органических веществ, таких как сахара, 
кие кис:1оты в нормальных условиях, определяется, 
узией через плазмалемму. Скорость диффузии 
онным градиентом и проницаемостью мембраны для 
ш1 выделения витаминов, гормонов, ферментов 

механизмы экскреции [1 ], что однако, ставится под 
сомнение, как и сама В< з ожность выделения органических веществ клетками 
водорослей в нормш1ьн условиях . Наиболее вероятный способ выделения 
крупных молекул, таю1 как полисахариды, полипептиды, сложные фенолы, 
состоит в слиянии вну ю1еточных везикул, содержащих макромолекулы, с 
пла:змалеммой, в резу тате чего происходит потеря их клетками [34]. 
Доказательств сущест вания активных механизмов вьщеления органики 
аналогичнь1х тем, что рисущи высшим растениям ( секреция, обратный 
пиноцитоз ), для водоро ей пока неизвестно. Однако, процесс вьщеления ВОВ 

водорослями можно сч1 т ть энергозависимым, подтверждением чему служит 
факт увеличение скор� с и выде.1ения ОБ при действии неблагоприятных 
факторов, например, вь, с ких интенсивностях света, лимитировании СО2 для 
фотосинте:за, низкие з1 а ения рН, недостаток минерального питания. При 
исследовании состава в: е tлочных СЖК у Spirulina platensis было высказано 
предположение, что вы, ение С)КК в среду происходит с помощью какого-
то белка-переносчик: , возможно, специфической ацилтрансферазы,
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1 

поскольку ферменты э фй группы в клетке способны трансформировать ЖК с 

ацилкоэнзима А на гли - и фосфолипиды.
Развитие водоросл, �, в частности, зеленых, сопровождается постепенным 

накоплением органию,r среде. Однако, данные о количестве внеклеточных 
органических веществ олученных раэными исследователями, не совпадают. 
Для пресноводных вод ослей приводится величина 7-50% [51], 20-55% [51] 
от общего ассим·илир< в иного углерода. Количество выделенного углерода, 
отнесе1пюе ко всему о ичеству, фиксированному за 1 ч экспозиции, у 33 
штаммов водорослей све'rу с NаН 114СО3 составило всего лишь 0.2-3,0% 
[15,25]. В то же врем в опытах с растущими культурами (26 штаммов) 
водорослей доля нака� л ваемых в среде ОВ достигала к 3-10 суткам 5-10% 
[Jl9]. Процесс выделе я ОВ клетками водорослей считают нормальной 
физиологической функ ей [ 4 7 ] и объясняют его пассивной диффузией 
соединений и активю транспортом [63] . Однако, существует также точка 
зрения, что выдел ие РОВ нормальными клетками составляет 
незначительную часть о общего баланса органического углерода клеток и 
становится существен 1м лишь в условиях несбалансированного 
роста и под во3деJ с вием стресса. Одним из наименее изученных и 
противоречивJых оста� т я вопрос о происхождении внеклеточных ОВ 
[26,27]. Авторами уста влена зависимость выделения ВОВ от фазы развития 
кулы�уры С pyгenoilios, -39 (табл. 1 ).

Табдица Jl, Уравн 
Chlorella. Pyrenoidosa S 
биомасса живых клето 
клеток. 

ия регрt�ссии процесса накопления ВОВ в средах 
9 по фазам развития культуры. Обозначения: БМЖ

; Б!\1:М - биомасса мертвых клеток; N - численность 

------

Фазы развития куль тур 1 Уравне ния регрессии 

-

БМЖ +Логарифмическая, 2-5 с: т ОВ=12,,03+ 19 
0/i4N+O, 16Б1', i[M

------------------...--.-1--- -

Линейного роста, 5-15 с ОВ=О,34+0,06 БМЖ+ 5,6БММ 

--

Стационарная, 1 S.--20 суг. ОВ= 13··0,5 БN. [Ж+О,7N + 0,25 БММ 

--

Оrмирания, после 20 су:г ОВ:=21-'""О,31 Е ;,мм

------··---------._,__j.�--------

Вероятность Р 
(%) 

91 (БМЖ) 

90 (БМЖ) 

84 (БММ) 

98 (БММ) 

Ясно, что ОВ явл тся: продуктаl\11И автолиза клеток водорослей и 
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результато11,,[ прижизнt н ых выделений, но не выяснен вклад каждого из 
этих процессов. Одю авторы считают, что 15-50%, или даже до 75% 
биомассы отмираюп клеток становятся частью среды, другие 
утверждают, что о ед(:ляющим является процесс прижизненного 
выделения, связанный значительной степени с размножением клеток [30]. 

я харак�rеристика водоросли Chlorella

В одном литре сус нзии Chlorella биомасса составляет 6-1 Ог, при этом 
численность ю1еток д1 с игает 5 0-60 млн. в 1 мл. Эффективность влияния 
хлореллы на животньD нижается рои повышении или понижении плотности 
клеток в суспензии. 

Chloгella имеет едующий: биохимический состав (в % сухой 

биомассы): 
Бе.-юк -- 55% 
Jlипндь1 --- 12°.lo 
Углеводы - 25� 
3ола- 8�,,;:> 

Содержание амино слот в Chlorella (г/кг воздушно-сухого вещества), 
следующее: 

]Глутаминовая юс ота - 31,84 
Аспарагиновая У лота - 25,66 
Jiейцин -- 21,68 
Аланин -- 20, l 3 

Валин -- 17,58 
Глицин -- 17,02 
'Греонин --- 13,66 
с:])енилалалин - 12 06 
Серин -- 11,60 
Изолейцин - 11, 
Пролин -- 9,78 

Jiизин -- 8, 78 
'Гирозин -- 8,25 
Аргинин --- 8,17 
1-�истин -- 7,53 
'Гриптофан - 5, 1 
�vlетионин - 4,82 

Г'истидин - 1,51 

В суспензии хло1 лы имеются все известные на сегодняшний день 
витамины. Как извест1 о витамины В 12 и D растениями не синтезируются, 
однако в CЬlorella он присутствуют в значительном количестве. В 100 г 



сухой Ch1orel]la содер) 
биомассе Chlorella ви 
имеет важное физиоло 

Содержание в Chl 
вещества): 

20 

тся 7-9 мкг витамина В12 и 100 мг витамина D. В 
мина С столько же, сколько в лимоне, а витамин К 
ческое значение для организма. 
ella некоторых витаминов следующее ( мкг/г сухого 

180 
Каротин -·- 13 41 
Токоферол (Е) -
I-Iикотиновая ки 
Рибофлавин (82 
Пиридоксин (8< ) 
Тиамин -4,2 

2.5. Э.i1еJf�тросп 

ота-140 
7,0 
5,3 

роско11ия в оценке функционального состояния 

{\ТОК и кулЬТJ'Р микроводорослей 

Среди существу�: множества методов при мониторинге 
загрязняющих ил:и в действующих на окружающую среду факторов 
приоритет следует отд инструментальным методам массового и быстрого 
анализа, которые при в ны обеспечить оценку влияния на биологические 
объекты достаточно 
органическ:их веществ 
определенными преи 
поведения биологичес 
постоянного или пер 
с;1учае в зависимости 
анализу их электричее 
информативным 

рокой номеюшатуры опасных неорганических и 
К одним из таких методов анализа, обладающим 
ществами перед другими, относится изучение 

клеток и тканей при прохождении через них 
енного электрического тока, причём последнем 
т 1�го частоты, которая сводится к регистрации и 

свойств - сопротивления R и ёмкости С. Более 
является измерение электрических свойств 

биологических КЛЕ"ТОI и тканей в переменном электрическом поле в 
зависимости от его час ты или электроспектроскопия. 

Электрические сво1 с ва в общем случае определяются двумя основными 
параметрами среды -- п водимостью 8 и диэлектрической проницаемостью 8, 
величины, которых за I сят от частоты электрического поля и температуры 
среды [64]. В биолог еской среде присутствуют как свободные, так и 
связанные заряды, торые под действием внешнего переменного 
электрического по:1я, огут перемешаться или ориентироваться. Такое 
разделение на свобощ ь е и связанные весьма условно, поскольку заряды, 

� � например, ионы, яв.т щиеся свооодными в однороднои среде, при 
перемещении внутри ограничены мембранами или другими 
клеточными структур и. Процесс изменения положения зарядов под 
действием электрическ о поля представляет собой поляризацию, в которой 
различают несколько i ов. Процессы поляризации связаны с изменением 
напряженности внешн элекчшческого поля от нулевого значения до 
максимальной величи I, когда пере:мещение зарядов или ориентация 
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диполей, связанные с реодолением сил вязкости или межмолекулярного 

трения, не происход1 т мгновенно, а требует некоторого времени. При 

противоположном изм ении напряженности поля весь процесс протекает в 

обратном направле·ни . Этот процесс: представляет собой релаксацию, а 

время за которое ризация достигает предельного значения при 

возрастании напряжен сти электрического поля от нуля до максимальной 

величины является вр, енем ре.1аксации. Процесс поляризации в реальной 

клетке очень сложен он может включать несколько описанных выше 

идеальных механизмо поляризации одновременно, которые накладываясь 

друг на друга дают иш г а довольно сложную картину. 

Характер переменного электрического поля с 

биологическими ере; а и на микроскопическом уровне определяется 

свойствами вход.ящих состав его тканей молекул. Анализ их поведения, а 
также мембраю-IЬD,: 1 клеточных структур, необходим для понимания 
механизмов действия на других уровнях организации биологических 
объектов. В данном чае предстак1яют интерес те виды поляризации, 
которые определяют лекулярные механизмы поведения биологических 
сред в переменном эле рическом: поле" 

Содержание в ере. молекул, обладающих дипольным моментом или 
полярных молекул, определяет дипольную или ориентационную 
поляри:шцию. Дипольн 1 и моментами обладают, например, молекулы воды и, 
благодаря диссоциащ и ионогенных групп и адсорбции ионов, белка. 
По.�ярные молекуль1 едс:тавляют собой жесткий, т.е. фиксированный 
диполь в отличие от угих неполярных, у которых дипольный момент 
индуцирует внешнее лектрическое поле и который исчезает в его 
отсутствие. Свободн 1 полярные молекулы в электрическом поле 
ориентируются в сеют: е ствии с его частотой, причем в той мере, которую 
допускает их тепловое вюкение. Наличие сильной связи между соседними 
\юлекулам:и о�граничив :их ориентацию в поле, благодаря чему их поворот 
происходит только на ебольшие углы. Поляризации дипольных молекул 
также препятствует их 
тем сильнее ее влияв 
Степень ориентирован 
начиная с определенн� г 
один диполь не способ 
:ш�полярное ве�щ:ство, r о 

Гетерогенность 61 
обуслов:тена 
компартменпшизирую1 
вида поляризации -
действием поля переме 
различными 

дальнейшего 

епловое движение, причем, чем выше температура, 
и тем меньше число ориентированных диполей. 

сти диполей с увеличением частоты снижается и, 
значения, достигается такая стадия, когда уже ни 

к ориентации. В этих условиях среда ведет себя как 
кольку ориентация диполей происходит хаотично. 
огической среды, которая в первую очередь 

утствием мембран, проявляющих 
ю функцию, способствует возникновению другого 
кростру:ктурной. При ней свободные заряды под 
югся в пределах включений, образованных слоями с 

ческими характеристиками. Невозможность 
зарядов формирует у проводящего включения 
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дипольный момент, фторое ведет себя подобно гигантской полярной 
молекуле" В биолоп ч�с1<их средах в формировании макроструктурной 
поляри:зации участвуl( т. н<:: только расположенные на поверхности клетки 
мембраны, но и внутр:и J]Iеточных структур, например, ядра или органелл. 

В системе тве дое тело-жидкость поверхность раздела две 
нес:мешиваюшихся фа: ррt;:дставляет собой тонкий слой, свойства которого 
характеризуются cyr е�твенным отличием. Если жидкость является 
полярной, то :ш счёт и· бiИрательной адсорбции одного иона он оказывается в 
избытке на поверхнос1 1 а другой - в избытке в жидкой фазе. Под влиянием
полярной дисперсион qй среды на происходит диссоциация ионогенных 
групп на поверх�-юс· HfЬIX клетки, а в дисперсионной среде за счёт 

,... '-" '-" 

электростатического qритяжения ооразуется компенсирующии слои 
противоионов. Эти щ оlцессы приводят к формированию на поверхности 
кл:етки двойного элек 111ческого слоя, в которой различают плотную или 
адсорбционную часть, �сположенную на от поверхности на расстоянии 1-2 
\Юлекул и бо:1ее под IjIЖHyю или диффузную. Перемещение диффузной 
части двойного элект Ijlческого слоя относительно плотной во внешнем 
элею1)ическом поле 1· ррисходит по границе скольжения, расположенной 
преимущественно в ди фузной части. 

Для находящейся в врдной среде клеток водорослей, наружная мембрана 
которых легко прониц: ef.ia для воды, некоторых ионов и небольших молекул, 
можно выделить не, крлько слоев, свойства которых отличаются от 
характеристик диспер1 ирнной среды. Прежде всего это ионная атмосфера, 
.1окализованная вблиз1 iионогенных групп клеточной поверхности, ближе 
расположена капсула олисахаридной или полипептидной природы и затем 
собственно мембрана етки, включающая такие компоненты, как белки, 
J\.,fукопептиды, липид 1 1 Состояние поверхности определяет такие 
электрические харак е_ристики клетки как поверхностый заряд и 
поверхностная провод �ость. Заряды на поверхности клеток большинства 
м1шроводорослей расп .µожены достаточно равномерно и поэтому они не 
обладают поляризоваю ортью. При наложении внешнего электрического поля 
происходит смещение с�ободных и, в определенных пределах, связанных 
3арядов как структурю компонентов клеточной стенки, так и окружающего 
слоя противоионов, в i

1
результате чего клетка приобретает наведенный 

(индуцированный) дип �ьный момент. Этот процесс происходит благодаря 
тангенциальному пер1 мiешению ионов диффузной части двойного слоя 
границе ра:щела в ощ у\ сторону, а частиц дисперсной фазы - в другую. 
Нарушенное присутс-: µем поля равновесие восстанавливается за счет 
диффузии, которая зави �т от тем:перюуры среды. Все эти отклики со стороны 
содержащихся в би �огической среде зарядов на действие поля, 
ос:уществляющиt;:ся в ВI � их ориентации или перемещения в среде, являются, 
вне зависиJvюсти от . е�ащих в их основе механизмов, инерционными 
процессами. Постелен�: о� нарастание �пи, наоборот, снижение поляризации 
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при мгновенном увеш �нии или уменьшении напряженности действующего 
электрического поля, щзывается релаксацией, а время, в течение которого 
осуществляются эти I ррцсссы -- временем релаксации то. Диэлектрические 
релаксационные проце c�I определяют зависимость электрических параметров 
биологической среды 1от частоты или дисперсию проводимости cr и 
диэлектрической прою, �емости Е. 

Для кривой :зав qимости или кривой дисперсии электрических 
1 

пара:метров R и С о I частоты характерны две особенности - высокие 
:шачения i; на низю xi частотах и три основные области релаксации, 
обозначаемые по общ, принятому соглашению как а-, Р-, и у- дисперсии на 
низких, 1-::редних и вые �их частотах соответственно [ 13 ,64]. В том диапазоне 
частот, где возни ка� т I диэлектрическая дисперсия, находится частота 
релаксации w0 , при к �орой поглощение энергии внешнего поля достигает 
максимального J!Iя. Частота релаксации w0, представляет собой 

1 

обратную ве.11ичину вре �ни релаксации r0 и равна 

(1) 

где w0 ==1/2 nf ;характеризует собственную частоту колебаний 
релаксатора. Во врем: релаксационных процессов энергия электрического 
поля пр1�·образуется в JiИнетическую энергию молекул, что обуславливает 
возникновение поглощ 1\J:ия на этой частоте. 

Область а -диспе1 CtfИ располагается в диапазоне частот 1-104 Гц и 
1 � :\1еханизм ее вознию о�ения связан с релаксациеи подвижных ионов, 

окружающей �1юбую к е(гку с фиксированными на ее поверхности зарядами. 
1Формирование �,-диспе фии (104-108 Гц) происходит за счет обусловленной 
клеточными мембраню �. гетерогенной структуры биологической среды и по 
имени впервые описю Щих ее механизм носит название макроструктурной 
релаксации 1V[аксвеш а: - Вагнера. Механизм р-дисперсии связан с 
элек11)ически неодно1 �нь1м: строением клетки и является следствием 
поляризации r11ембр� �I вне- и внутриклеточными ионами при 
релаксационнь1х проц 4сах на границе раздела мембрана-окружающий 
раствор. И., наконец�, 1

1

у- дисперсии возникает в результате вращения 
неболыпих молекул, < бtшдающих дипольным моментом, например, воды. 
Этот вид релаксации, 9вя]анные с поляризацией полярных молекул был 
ю1ервь1с описан П.Д1 б�ем, поэтому его иногда называют дебаевским. 
Дополнительный вкла I в �· -дисперсию вносят, содержащиеся в клетках 
белки, эффект которых 1-wоявляется на более высоких частотах. В области у -
дисперсии вращение , инокислот, частичное заряженных боковых групп 
белков и 1\ю.1екул св �анной с белками воды вносит дополнительную 
релаксацию, опредеЛЯI фую 5-дисперсию в диапазоне частот 108 -109 Гц. 
Присутствие в клет1 а� и тканях границ раздела в виде мембран 
ответственных за ot-, 1 дисперсии частично маскирует вклад отдельных 
молекулярных с'Jl'рукту , 

1 
поведение которых проявляется на более высоких 
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частотах. 
:Механи3мы, опред дяюп"ще формирование областей дисперсии различны

по своей природе, Н( rв подавляющем большистве случаев могут плавно 
переходить по принци суперпозиции из одного в другой. По сути дела, из 
всех видов дисперсии алько у-дисперсия достаточно жёстко связана с одной 
частотной об:1астью - orr 0,3 до 20 ГГц, тогда как другие характеризуются 
существенно меньше детерминированностью. Наиболее изученной и 
инфорJ1.,1rативной с точк зрения оценки функционирования и самой клетки, и 
е1� мембраны, и внутре жей среды, является �-дисперсия. 

Поскольку основн й механизм �- дисперсии связан с накоплением на 
1VIембране клетки заря, ав в виде ионов из внешней и внутренней среды, то 
именно она нашла , воё применение в различных подходах к оценке 
состояния клетки и её ембранных структур. 

В целях более подробного анализа принято целесообразным 
использовать эквивr ентные схемьт, более детально выражающие 
электрические свойств: �щеточных суспензий или тканей. Наличие в клетках и 
тканях IJ)аниц раздеш в виде мембран определяет наиболее элементарную 
эквивалентную подобной среды как последовательное или 
паралелльное соедине це активного сопротивления R и ёмкости С. Общее 
сопротивление или им еданс на переменном токе Z для последовательного 
соединения равЕ�н: 

Z' == Р + JX lp 
р (2) 

где Н�р и Ср соотве· с1rвенно сопротивление и ёмкость в последовательном 
соединении., Хр - реа тивное сопротивление, равное 

)( р -
1 

шС р 

где ш = 2 ;т/ , j = .f=. и f - частота на которой проводится измерение. 

(3) 

При пар,шелльном аединении активного сопротивления Rs и ёмкости Cs, 
общее сопротивление 1 ЛIИ адмитганс У равен: 

1v _ __!_ ... -
z 

1 --+ 1тС 
R

s 

(4) 

Более детальная :цвивалентная схема, состоящая из элементов с 
сосредоточенныl\ПI ,метрами для суспензии сферических клеток, 
обладающих аналогичн IN1И частотными характеристиками показана на рис.1. 

Омическое со ротивление мембраны Rм определяется 
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определяется относите J!>HO свободно проходящими через неё под действием 
внешнего электричес qго поля ионами, а ёмкость См - связанными, не 
проходящими через �ё. Ёмкость мембраны См вкточена паралелльно с 
сопротивлением Rм ме $раны, тогда как включённое последовательно с ними 
сопротивление Rj п �дставляет электрические параметры внутреннего 
содержимого Пlунтирующее сопротивление Ro отражает 
электрические параме ы межклеточной среды. Физический смысл этой 
схемы заключается в , щщующем: часть переменного тока проходит в обход 
к:1етки через шунтирут щую межклеточную среду, в то время как другая часть 
- через меJviбрану и в треннее содержимое клетки. Анализ эквивалентной
схемы пока3ывает, что ца н:и3ких частотах (в области а- и в самом начале В -
дисперсии) суммарньri' щоте:нциал, приложенный к клетке, разряжается через
ёмкость См, а на бош: высоких - внутри клетки. Величина ёмкости См не 
3ависит от частоты и ) щr мембран различных биологических объектов имеет 
стабильную величину Ю.8-1.0 \1кФ/см2. Напротив, сопротивление Rм в 
определt�нных предела достаточно вариабельно, поскольку определяется и 
существенно зависит о проницаемости мембраны для ионов. Поскольку Rj и 
Ro как сопротивления $нутреннего содержимого клетки и окружающей их 
межк.:1еточной среды 01 р�деляются содержанием в них ионов, то в области а -и 
в нач:ше � ··дисперсии IfИ не 3ависят от частоты. 

Если рассматрива ь электрические свойства суспен3ИЙ сферических 
клеток в проводящей среде при низких частотах электрического поля, то 
соотношение между акроскопическими характеристиками суспензии в 
целом и м:икроскош ч�ескими свойствами самих клеток может быть 
представлена в следую ем виде: 

Р / Р - 1 Р1 I Р2 - 1 
----- - = Ф----

Р1 I Р -J 2 Р1 I Р2 + 2 (5) 

где ·· соответственн удельные сопротивления взвеси, проводящей среды 
и взвешенного l\штери �а, (!• - относительный объём, занятый взвешенными 
частицами. Это выведе: щое J\1аксвеллом уравнение, было им впоследствии 
применено для опш щ-1ия электрических свойств взвеси проводящих 
сферических частиц в П\РОВодящей среде. Недостаточная корректность для 
использования уравнения применительно к биологическим 
исследованиям послу ла причиной дальнейшего развития теории 
J\IJ[аксвелла, которое пр �ело H.Frike , а затем S.Velik и M.Gorin предложили 
уравнения, определить удельное сопротивление взвеси 
непроводящих эллипсо · ов., получившее название уравнения Velick-Gorin: 

Фf 
р = р (1- ---) 

ф - 1 
(6) 

где р , р 1 , р 2 и Ф сротвествуют в уравнении ( 4 ), а f или фактор формы 
характеризует форму астиц и для сферических частиц равен 1.5, а для 
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других структур f > 1. . Это уравнение применимо только в том случае, если 
бы клетки, точнее и: �мембраны, не были проводящими структурами. С 
помощью выражения (t) возможно охарактеризовать некоторые процессы 
происходящие в кле1 qx., исходя из соотношения между сопротивлением 
клеточной мембраны, qвя3анное с её проницаемостью, и сопротивлением 
проводящеtr среды. : 4пользуя подобный метод, В.Остергаут выполнил 
обширные исследованJ i по влиянию различных повреждающих факторов на 
проницаем(JIСТЬ I...aminl rta щ;ardlzii и других водорослей, показав, например, 
на основе измерения српротивления антагонистические отношения ионов 
Na+, к+ и Са2+ в и :. влиянии на проницаемость, а также некоторых 
анестетиков. Измере1 и� частотной зависимости электрических свойств 
клеточной суспензии бладает ещё большей информативностью, поскольку 
позволяет определить ёМкость клеточной мембраны, степень изменения её 
проницаемости, состш н�е ионов внутри клетки, и динамику их изменений 
при действии поврежд IРШИХ факторов. Так, при нарушении проницаемости 
мембраны её сопротив �нш� начинает падать и в меньшей степени зависеть от 
частоты, а при полной щбели клетка, с точки зрения электрических свойств, 
не отличается от ( ружающей её проводящей среды. Этот эффект 
обнаруженный вперв: IE! B.J.Luyet при исследованиях сопротивления в 
диапазоне частот 104

- 106 Гц растительных тканей при их необратимых 
повреждениях, был н �колько позже распространен Б.Н.Тарусовым и на 
другие виды ткани, кат �пособ определения их функционального состояния и 
жизнеспособности [ 44 . Предложенный метод заключается в измерении 
сопротивления клеток I двух. точках дисперсионной кривой - на низкой Rн (104

Гц) и бесконечно высо qй для проводимых измерений частотах R
00 

, которые 
tt 4 7 чаще всего нах.одятся в 'fлаети 1 О - 1 О Гц, отношение которых Кп равное 

к 
17 (7) 

носит название поляризации, причём чем хуже 
функциональное сос ояние клетки�, тем меньше величина этого 
коэффициента. Дшr бол шинства ю1еток и тканей величина Кп в зависимости от 
уровня метаболи3ма оле1i:1ется в диапазоне от 5 до 15, а при гибели 
значение стремится к ] . По изменению величины коэффициента поляризации 
можно однозначно су ить о степени нарушения проницаемости и уровне 
жизнеспособности ис ледуемых клеток. Возможно также осуществлять 
оценку в линейной об асти дисперсионной кривой при помощи крутизны 
или коэффициента Кд, предсталяющее собой отношение 
сопротивлений в низко- и высокочастотных участках. Другой 
характеристикой урон функuионирования при анализе электрических 
свойств клеточных сус 
1:g5, который для 
формуле: 

ензий и тканей может служить тангенс угла потерь 
ентной схемы приведенной на рис.1 вычисляется по 
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(8) 

Преимущества пр менения как коэффициентов поляризации Кп и 

дисперсии К11, так и tgo заключается в том, что для определения этих

пока:зателей не требуе' ся знать абсолютные величины и можно пользоваться 

измеренным:и значения и, хотя с другой стороны они не позволяют судить о 

поляризационных прот ессах на мембране, связанные с её проницаемостью. 

Для этих целей построение зависимости реактивного 

сопротивления Х активной составляющей R импеданса в 
последовательной экв валентной схеме на всех частотах, на которых 
проводи�1ось измерен е. График этой зависимости представляет собой 
полуокружности с цен ом: смещённЫl\1[ вниз от оси активной составляющей 
импедюн�а. Угол образе ванный линией, соединяющей центр полуокружности с 
точкой её пересечею с осью активной составляющей и вертикалью, 
проведенной из центра у всех биологических объектов всегда меньше 90° и 
явля:етсн динамическо характеристикой проницаемости мембраны для 
проникан:нцих 11 неnро; икающих через неё ионов и заряженных молекул [50] 

2.6. сJ>Jiуоре,сценц1 я XJ11opoфиJIJia 111 ее исnоJiьзование ДJIЯ определения 

фунi': ионального со,етояния водорослей 

Как уже от�v�ечалос выше, основная! часть энергии света, поглощенного 
пигментами фотосинт зирующих организмов, расходуется в электронно
транспортнь�х и сопря ею-JЬIХ процессах, в результате которых образуется 
АТФ и HAД<!)I-I. Час' ь поглощенной энергии в процессе ее миграции к 
фотохимическ:и актию ым РЦ растрачивается, в частности, в результате 
излучательных потер флуоресценции. Механизмам и природе 
флуорес:цен ции х.1ор филла посвяшено много работ в связи с 
рассмоч,ением перви1 нь�х процессов фотосинтеза [29]. При комнатной 
температуре квантов · й выход флуоресценции низок и в спектре 
флуоресценции осно ной является полоса 685 нм, принадлежащая 
хлорофиллу светособи ающей антенны ФС 2 и дополнительная полоса при 
735 нм. В этих условия флуоресценция длинноволновых форм хлорофилла, 
принадлежащих ФС 1, тушится за счет эффективного захвата энергии РЦ 
1ФС 1 [60]. 

По интенсивности флуоресценции, возбуждаемой постоянным светом 
можно определить кон ентрацию хлорофилла в морской воде в пределах 
0,04-2 м1г хлорофилл. а/м3

. С помощью погружаемьIХ флуориметров 
хлорофилл в различных горизонтах при изучении 
ве:ртикального расп еделения фитопланктона [32]. Лазерные 
епекчюфлуор1пУ1етры 1 озволили вести дистанционные воздушные съемки 
распределения ,фитопла :ктона путем анализа спектров водной поверхности 
[23]. Флуоресценция 1 одорослей и растений может служить показателем 
фотосинтетической ак-1" внос:ти и физиологического состояния нативных 
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органи3мов. При осв щении водорослей после их адаптации к темноте 
квантовый выход флуоресценции меняется во времени и 
стационарный уровен флуоресценции устанавливается через несколько 
мин. Это отражаете на индукционной кривой флуоресценции как 
результат суперnоз1 щи.и процессов тушения фотохимической и 
нефотохимической пр�: ррды [53]. Сразу после начала освещения происходит 
быстрый -· 1 мкс рост флуоресценции до уровня Fo (начальная 
флуоресценция) .. От ачального уровня через промежуточный уровень 
флуоресценция возр, сrаег до максимального (F m максимальная 
флуоресценция). Возр стание от уровня F O до F m называют переменной 
флуоресценцией (Fv) количественно расчитываемой как Fv

=Fm-Fo. 
Появление перемен ой флуоресц1�нции связано с процессом 
восстановления (?л первичного хинонного акцептора ФС 2 [ 54]. 
Освещение к�1еток ил хлоропластов в присутствии диурона приводит к 
быстрому восстановле ттю Qд . Реакционный центр ФС 2 из открытого 
состояния переходит .закрытое состояние и соответственно, наблюдают 
высокий выход флу ресценции Fm, так как при этом отсутствует 
фотохимич1�ское туше1 е энергии возбуждения. 

Установлено:, что f'0 и Fv имеют разную природу. И начальная, и 
переменная ф�1уоресце ция излучаются антенными пигментами ФС 2, но FD -
это потери энергии, ПJ оисходящие до того, как возбуждение впервые будет 
:захвачено РЦ ФС: 2. П и: фотохимическом или темновом восстановлении Qд 
появляется и:злучени с большим временем жизни, связанное с 
рекомбинацией ра.3деш }-IЫI( зарядов в паре Рп-Р680\ которое и представляет 
собой переменную ф уоре:сценцию [29]. Ранее было обнаружено, что 
феофитин (Ph) являете промежуточным акцептором электронов между Р680 
и Q1д,. а п�:ремен ая флуоресценция результат рекомбинации 
восстановленного Ph с окисленным Р680 в условиях, когда быстрый перенос 
элекчюна с Pl1 на <2л н1 возможен. 

Относительный переменной флуоресценции коррелирует с 
квантовы\1 выходом в щеления кислорода. Этот параметр выражается как 
JF,/F'm , где характеризует эффективность восстановления 
первичного хинонног акцептора (;lд и может служить показателем 
функциональной акти цости ФС2, эффективности первичных процессов 
фотосинтеза. Перемею флуоресценция (Fv) была использована для оценки 
фотосинтетической аю: зности водорослей in vivo. В дальнейшем оказалось, 
что f:

S
v коррелируе со (Жоростью фотосинтеза, определяемой 

радиоуглеродным мет дом, со скоростью фотосинтетического выделения 
кислорода, с концен ацией хлорофилла. Установлена также высокая 
корре�1яция (0.,8-0,9) между отноеительным выходом переменной 
флуоресценции и перв у:ной продукцией, определяемой радиоуглеродным 
методоJ\,t для морског1 и пресноводно�го планктона. Коррелятивные связи 
между флуоресценцией хлорофилла и первичной продукцией базируются на 
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связи параметров флу wесценции с эффективностью первичных процессов
фотосинтеза [53], эфф� кrгивностью восстановления Qл и квантовым выходом
выделения кислорода, а.ктивностью ФС 2 и квантовым выходом ассимиляции
со

2
• Связь активно ти ФС2 с продукционными характеристиками

фитопланктона была пока:шна на оз.. Байкал путем изучения сезонной
динамики относительн гр выхода переменной флуоресценции [23].

Исследование ш кционной кривой флуоресценции показало 
существование двух в ов РЦ ФС 2, отличающихся величиной квантового 
выхода восстановления Qл. При блокировании оттока электронов от QA К Qв И 

щшее, к ФС 1, наб.1ю; а.пи двухфазное нарастание флуоресценции: быструю, 
сигмоиднук) часть, CI �ывают с восстановлением ос-центров, медленную 
экспоненци(шьную - с в �становлением: Р-центров. 

Таким образом, ис дедование флуоресценции хлорофилла в применении 
к продукционным х р�актеристикам водоемов перспективны, поскольку 
позволяют оценивап эффективность первичных реакций фотосинтеза 
нативных фотосинтези ующих объектов в лабораторных и полевых условиях 
при изм:еннениях факт wов среды. 

2.7. <J)изиш orичt:cкaSJ1 и аI11тибактериальная активность 

внекле� чных метаболитов микроводорослей 

Фиэ:иологическая : rивность ВОВ водорослей в настоящее время не 
вызывает сомнений. Г льшинство водорослей способны выделять в среду 
соединения, ингибиру щие их собственный рост и рост других видов в 
сообществе. Наиболее аJ(тивными компонентами ВОВ водорослей являются 
фенольные соединения липиды, в частности ЖК [32]. 

Развитие микровод 11юслей сопровождается постепенным накоплением в 
среде растворенных wганических веществ (РОВ) [26]. В фильтратах 
водорослей обнаруж н1ы белки, липиды, аминокислоты, фенольные 
соединения,углеводь1, J рмоны, антибиотики, органические кислоты и другие 
[19,32]. Некоторые IJ>уппы еоединений из состава РОВ обладают 
физиологической акти цостью и могут быть регуляторами роста и развития 
как по отношению к щ1мим продуцентам, так и к другим организмам, в 
частности к бактерия . .К таким функционально активным соединениям 
относят внеклеточные липиды и фенолы, тогда как продукты углеводного 
и азотного обмена считают функционально 
неспещ:rfшиз:ированны11 И1 в физиологическом или биохимическом 
отношении [ 10,3 2]. 

Наиболее распрост �ненными типами отношений между водорослями и 
бактериями являются цнергизм и антагонизм. Антагонизм характеризуется 
резким уменьшением численности бактерий, вплоть до полного их 
исчезновения, в перио .pI интенсивного развития фитопланктона. В сильно 
загрязненных органи1 ec.I01 ми стоками водах при обильном развитии 
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гетеротрофных микро рганизмоJВ может происходить подавление развития 
фототрофных организ ов [22]. Поэтому способность водорослей подавлять 
развитие бактерий от рывает возможность регулировать этот процесс, что 
имеет важное практи t;tcкoe значение при культивировании водорослей в 
нестери�1ьных услоВI х для целей биотехнологии или аквакультуры 
Способность водорос: �й в.ьщелять вещества, являющиеся активными по 
отношению к самим щ 01дуцентам или бактериям свидетельствует о значении 
внеюrеточных l\,1етабо. иrгов в регуляции процессов роста и развития как 
продуцентов, так и со утствующих видов при совместном культивировании 
или в естественных ус qвиях. 

При выяснении wичин гибели бактерий в растущих культурах 
водорослей полагали, 1 то свет лишь обеспечивает условия для быстрого роста 
фототрофов, что прив, дит к изменению физико-химических условий среды, 
что делает ее непр nодной для роста микроорганизмов. Ранее нами 
установлено, что дейс �ительно при росте культур водорослей, особенно в 
начале кривой рос а происходит резкое снижение окислительно
восстановительного ш тенциала и величины рН [26]. Однако в дальнейшем 
было высказано пред� оложение, что свет может инициировать образование 
веществ, обладающш антибактериальной активностью из неактивных 
предшественников. П и этом имели в виду фотохимические дериваты 
хлорофиллидов при ак ивном росте и свободные жирные кислоты (СЖК) в 
период отмирания ку. ьтур водорослей [22]. Кроме того, было показано в 
природных условиях J: а Мазурских озерах, что свет не является фактором, 
прямо ингибирующим азвитие бактерий . 

:Несмотря на имею ттеся данные, остается невыясненным ряд вопросов 
о причинах физиоло шческой активности внеклеточных продуктов и 
проявления ими бюсте: ицидного и альгицидного действия. В начале кривой 
роста происходит быс ое накопление индолыюй природы, которые могут 
оказывать стимулиру1- щее действие по крайней мере на рост водорослей 
[39], фенольных соед нен:ий [37]. и подавлять рост бактерий за счет 
изменения физико-хи:. ических условий среды, а также ненасыщенных 
жирных кислот (Н:Ж:f: , способных прямо или через продукты окисления 
подавлять фотос:интет1 ческие процессы [28]. 

В литературе даннь1е об увеличении на свету 
антибактериа.:тыюй активности микроскопических водорослей и 
высказывалось пред� оложение о выделении водорослями в среду 
антибактериальных В(: еств, активность которых на свету увеличивалась 
[17]. Авторы полагают что при действии света на производные хлорофилла, 
в частности хлорофиш иды, образуются активные формы кислорода, которые 
оказывают антибактер алыюе действие и, кроме того, путем взаимодействия 
с молекулам.и могут способствовать образованию 
антибактериалыю aJ тивных дериватов. Феофитинизация усиливает 
антибакп�риальный эq_ фект, очевидно, в связи с высокой эффективностью 
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образования синглетн го кислорода. В культуральных средах накопление 

антибактериаггыю ак· ивных фотохимических дериватов хлорофиллидов 

происходило в ре: ультате интенсивного размножения клеток и 

максим:альный антиб[ териальный эффект наблюдали в средах культуры, 

находящейся в конце э споненц:иальной фазы роста. 

Что касается пигме: тных антимикробных эффектов, то не исключено, что 

в :кислород в основн :м стабильном (триплетном) состоянии реагирует с 

хлорофи�1лом в трип. етном возбужденном состоянии, в результате чего 

пигмент переходит I основное (синглетное) состояние, а кислород в 
возбуж.денное синглет ое состояние, обладающее, как и другие активные 
формы кислорода пов е:ждающими свойствами и способностью участвовать 
в реакциях перЕ:кисно о окисления липидам мембран микробных клеток. В 
щшьнейшем могут п оисходить изменения физико-химических свойств 
мембран, в частности с стояния белков., проницаемости мембран, подавление 
энергозависимьгх пр щессов. Кроме того, хорошо известно, что 
фотосенсибилизирован ые бактерии гибнут уже на обычном дневном свету в 
свя3и с образованиеv1 с нглетного кислорода. 

2.8. внеклеточных метаболитов водорослей 

по отно111t:�нию li: водорослнм - их продуцентам 

Ране�� было вьн казано предположение, что ингибиторы роста, 
выделяемые клетками водоросли Chlorella, особенно в старых культурах, 
являются НЖК или пр дуктами их окисления. Позже было установлено, что 
наиболе1::: лабильной ф акци:ей являются именно липиды и в первую очередь, 
НЖК, которые легко I одвергаются перекисному окислению с образованием 
токсичшь:1х продуктов перекисей:, гидроперекисей, альдегидов, кетонов [ 40]. 
На этой основе был сделано заключение:, что перекисное окисление 
липидов - основной и точн:ик гипотетических альготоксинов в водоёмах и 
культурах водорослей [41 J. В дальнейшем было установлено, что СЖК 
способньI накапливат ся в культурах зелёных водорослей Chlorella в 
концентрациях ,до 1 О кМ и вызывать ингибирование фотосинтеза и роста 
водорослей [36]. 

В природных ус:1ов ях изменение состава ЖК в поверхностном слое воды 
свя3ыван:п с се3онно сукцессией фитопланктона: соотношением групп 
водорослей., общей чи ленностью, соотношением хлорофиллов а, в, с. При 
этом степень ненасыщ� НJюсти ЖК при низких температурах воды выше, чем 
при высоких. Также б лее высокую степень насыщенности ЖК в морской 
среде обнаружили в зоне апвеллинга, то есть в водах, обогащенных 
биогенными элемента:t\il [57]. Показано,что на оз.Бива в зимний период ЖК 
составляли до 30?,,'о от в J[ичины первичной продукции, что было, по мнению 
авторов, определяющ м для С/N-соотношения в составе органического 
вещества фитоп�шнкто а, а также окаэ:ываловлияние на рост численности 
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[58]. )J{ирные ю1слоть называют марк��:рами состояния экосистем при оценке 

процессов трансформа ии органического вещества морских вод. По составу 

)КК в поверхностно плёнке водь� приближенно определяют группы

rидробионтов, участв ющих в трансформации взвешенной органики, в 

частности, микроорr цизмов. Продуцируемые водорослями СЖК, в в 

основном, накапливаю qя в поверхностном слое воды и могут отражать фазы 

сезонной сукцессии планктона, процессы самоочищения водоёмов от 

загрязняющих веществ [$5]. 
Прямые указания а подавление роста культур водорослей в связи с 

ингибированием фол сf}нтеза действием СЖК единичны [36]. Однако, 
существует достаточн убедительных данных об ингибирующем действии 
эндогенных :жк на фот химическую активность изолированных хлоропластов. 
Увеличение со.держан С)КК в хлоропластах определяется повышением 
доступности галакто- и фосфолипаз к липидам тилакоидных мембран, в 
основном при неблаго1 риятных условиях. Так, было показано, что НЖК с 18 
углерод:ными атомами. высвобт:кдающиеся в наибольших количествах при 
старении хлоропласто , оказались наиболее эффективными в стимуляции 
набухания хлоропласто при экзогенном добавлении этих ЖК в концентрациях 
200 мкI\,1/20 мкг хл рофилла/мл. Насыщенные ЖК с четным числом 
углеродных атомов (1 т 8 до 20) были менее эффективны. Ранее было 
обнару>кено ингибиJ вание реакции Хилла под действием СЖК, 
образу1ощш(ся при ядоп�нном гидролизе фосфолипидов в процессе 
набухания хлоропласт в при высокой температуре. Основные механизмы 
действия эндогенных ЖК на активность хлоропластов связывают с 
блокированием электр нного транспорта (ЭТ) на донорной и акцепторной 
части фотосистемы 2 ФС 2), регуляцией, в зависимости от концентрации, 
скорости ЭТ в Ф 1, а также с возможным ингибированием 
кис.rюродвыде:1яющей с сте:\1ы путем освобождения Мп, как было показано для 
линоленовой ( 18 :3) кuслоты. Предполагаемые участки действия 
линоленовой кислоть на ЭТ--цепь ФС 2: между первичным донором 
электронов Z и РЦ Рб О и между первичным хиннонным акцептором Qл и 
феофитином на уровн хинонсвязывающих белков. СЖК при действии на 
и30�1ированные хлоро1 1щсты ингибируют ЭТ на донорной стороне, а в 
высоких концентрация инактивируют реакционные центры (РЦ) ФС 2, что 
сопровождается увеш нием выхода постоянной (F 0) и подавлением 
переменной (F'v) флуор сценции Очевидно, снижение выхода Fv за счет роста 
выхода fi0 связано со смещением с белка D2 в РЦ ФС 2 первичного 
хинонного акцептора ( А· 

TaюINl образом, бш логическая активность внеклеточных ОВ водорослей, 
в частности фенолыr I!X соединений и ЖК, очевидна. Ингибирующее 
действие фенолов д< казана для эндогенных соединений на примере 
подавления фотоси1 тетического ЭТ, фотофосфорилирования на 

изолированных. хлоро ластах. Внеклеточные липиды, особенно, ЖК, 
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рассматриваются как аркёры, отражающие состояние водных экосистем, а 

таRже как источники г отетических а;1ьготоксинов. Из литературы известно 

о прЯl\ЮМ ингибирова ии СЖК фотохимической активности хлоропластов. 

Имеются отдельные сведения о подавлении внеклеточными ЖК роста 

культур водорослей, , днюсо, данные о возможном действии внеклеточных 

)КК на фотосинте·· ическую активность целых клеток водорослей 

практически отс:утств� т. 
Из литературы и вестно, что адаптивные реакции водорослей при 

изменении ест1;;:ствею ых факторов среды опредедляются пластичностью 

функциональных фотосинтетического аппарата, в 
значителыюй степени связанных с изменением процессов трансформации 
поглощенной энергии света в световой фазе фотосинтеза, что позволяет 
фотосинтезирующим организмам сохранить способность к росту и 
развит.и.ю. Очевидно, изиологически активные ВОВ, проникая в клетки 
водорослей, вз:аимод йствуют с внешним мембранным комплексом, 
цитоплазмой, в з.ависи ости от эффективности воздействия, могут приводить 
к адаптационным ш естройкам фотосинтетического аппарата зеленых 
водорослей, что повлечь за собой изменения общего 
физиологического сос ояния клеток водорослей и их продукционных 
способностей. Сохра ению способности клеток водорослей к росту 
способствует таюке г теро1генность их популяций по функциональному 
состоянию как в приро,i ных, так и лабораторных условиях. 

3. ОВЪЕКТЫ: МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ, ТЕХНОЛОГИЯ

:UРОИ'ЗВО,ЦСТН, И ПОЛУЧЕШ:IЯ СУСПЕНЗИИ CHLORELLA 

.3.1. Об11>екrы сследования 

В качестве основн го объекта исследования использовали аксеничную 
культуру водоросли hloYella pyrenoidosa Chick, штамм DММSU-S-39. 
Культуру выращив[ и накопительным методом на среде Тамия в 
культуральных сосуд: х с 250 мл среды при температуре 37° С и 
непрерьшно:vr осве1цен и 40 Вт/м ла.мпами ЛБ-80. Сосуд барботировали 
воздухом, очищенньIJ.\i[ пропусканием через систему ватных фильтров и 
обогащенным 2% С( 2, скорость тока воздуха 0,3 л/мин. Водоросли 
периодически проверя и на чистоту высевом на чашки со стандартными 
агаровыми средами MI А 1Б

0 сусло. 
Водоросли рода CJ-.i orel/a имеют шаровидные клетки, одетые гладкой 

оболочкой. Диаметр ю еток 2,3-5,8 мкм. Размножение происходит только 
бесполым путем с обра ованием автоспор (8-16 от 1 клетки). Цикл развития 
от автоспоры до автосп ры составляет 9--11 ч. 

Клеточнан стенка двухкомпонентная. Наружный компонент 
трехслойный, содержи· спорополленин - очень устойчивое к действию 
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ферментов вещество.. Внутренний более толстый компонент содержит 
u:еллюло:зные микроф1 бриллы. [31,7].

Строение клетк рассматривалось с иммерсионным объективом 

(рис.1 .А, Б).

\! 

Р:ис"1 Cblorella. А - вегетативная клетка, Б- обра:зование автоспор 

После хранения на �ердой агаризованнои среде культуры пересевали и 
подращивали в тече1 и� 5-7 сут. на скошенной агаровой среде при 
температуре 25°С для �зофилов и 35°С для термофилов, освещенности 20 
Вт/м в эксикаторах в n,,iocфepe воздуха с периодической (1 ра:з в сутки) 
продувкой СО2. С ко ЯRОВ культуры ChloreUa пересевали на жидкие 
питательные среды Та ття. Значения рН сред приводили к 7,0. Водоросли 
предварительно и по :: оцу :культивирования проверяли на бактериальную 
чистоту выеевом на ч щки Петри со стандартными агаровыми средами 
1\tJ[ПA-·lБo сусло (1:1).: qходная плотность при посеве обычно составляла 1

млн/:мл. 

3.2. 1\'lетоды и. сщедования 

Числе:нность кJ1еток определяли прямым счетом в камере Горяева, а также 
по оптической плотно 11и при 540 нм: на спектроэлектроколориметре с 
дальнейшим построени м калибровочных кривых. Процент мертвых клеток 
учитывали подсчетом 500-1 ООО клеток путем окрашивания метиленовым 
синим.. Ошибка не п $ышала 5-7 �'�>. [25]. Количество общего ВОВ 
культур::шылых сред J биомассы клеток определяли после сжигания с 
бихроматом кш1ия кол риметрически на спектроэлектроколориметре [ 19]. 

Для этого клетюv1 отд.еm1 и от среды 15 мин. центрифугированием при 5500 g с 
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последующим филыро1 анием через ме:мбранные фильтры с размерами пор
,.,, ') 3 MJ:ri• .,1" 
,.J,..:_.- .''-...1"-·· 

Пара:метры быстро флуоресценции хлорофилла суспензии клеток 
водорос.ш::::й измеряли I rю:м:ощью импульсного флуориметра. В установке 
используt�тся слабый м:пульсный свет длительностью 40 мкс от лампы, 
возбуждающий флуоре, ц�нцию при срабатывании не более 3% РЦ пробы и 
действующий (7 Вт/м2 ) свет, изменяющий состояние РЦ ФС 2. Суспензии 
1шеток водорослей пр водили к оптической плотности 0,2 при 664 нм. 
Образцы адаптировали в темноте в течение 3 мин, затем измеряли 
интенсивность началы ой (F'0) флуоресценции при действии импульсного 
зондирующего с:вета. нтенсивность I:;-0 отражает излучательные потери 
энергии во3буждения п ц миграции ее к открытым РЦ. После этого в ячейку 
добавляли диурон (д:: N[) в конечной концентрации 1 О мкМ и при 
дейс:твующе1vr свете из� ерял:и интенсивность флуоресценции на уровне Fm при 
восстановленном хинон ом акцепторе Qл. Относительный выход переменной 
флуоресленции, которь � характеризует эффективность восстановления Qл в 
ФС2 , коррелирует с квантовым выходом выделения кислорода и 
восстановления СО2 , р: ссчитывали как F'iFm, где Fv = Fm - F0.

Измерения и анал i электрических свойств ( электроспектроскопию) 
микроводорос�1ей Chlt. rella pyrenoidosa в диапазоне частот 103 -1 О 7 Гц 
проводили следующим Фбра:зом. Клетки отделяли от культуральной среды 
центрифугированием ри 5500 g в течение 15 мин с последующим 
фильтрованием через ембраннь1е фильтры " Затем плотность упаковки 
клеток довод.или до О, 1 -0, 7 трехкратным центрифугированием. Полученную 
суспензию в объёме 1.: мл помещали в стеклянную ячейку с платиновыми 
электродами площады 1 см2

• Для снижения влияния электрохимической 
поляризации на резуль �ты измерения, преимущественно в области низких 
частот, электроды изм р1Ительной ячейни покрывались платиновой чернью. 
Потенциал на электро ах ячейки для устранения нелинейных эффектов и 
появш�ния перенапря)) uия в процессе измерений находился в области 
равновесного и не превышал 5-1 О мВ. Термостатирование ячейки 
осуществляли с т, ч�ностью ±0, 1 °С; калибровку проводили по 
приготовленному и:: ф �qсашша О, 1 N раствору КС 1. Влияние ионного состава 
среды на величины R и Cs устраняли путем переноса клеток в раствор 
холинхлорида (2-rидр �<сиэтил триметиламмония хлорид), эквимолярный 
среде. Затем произв� дили электроспектроскопию -измерения частотной 
3ависимости Rs (Ом) и I s (мкФ) в области Р-дисперсии электропроводности (1 
кГц - 1 О W[Гц), Исход из измереннЬD:. величин Rs вычислялись численные 
значения коэф1:рициею поляризации (Кп) как отношение величин Rs на 
частоте 1 О кГц, к Rs на частоте 1 О МГц, служащего критерием 
жизнЕ:способности кле qк. Для оценки процента живых клеток в процессе 
развития культуры, ис одя из измеренных на частоте 1 кГц электрических 
параметров, по пред 0женной (Sch,Nan, 1963; Fricke, 1963) формуле 
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рассчитывали (с учето сфё:рической формы клеток) среднее собственное 
сопротивление всех ю еток водоросли в суспензии (Davey et al., 1992) и 
объемный индекс ж:и ых клеток (см. ниже формула 15). Измерения 
проводились на уст. нювке (рис.2), состоящей из широкополосного 
трансформаторного мо та с индуктивно связанными плечами, позволяющий 

' 7 } О/ в диапаюне частот 1 О' -1 О Гц отдельно регистрировать с точностью ± /'о 

активну1{) и реа:ктивну1 составляющие в пределах 10-106 Ом и КГ-К)
6 пФ 

соответственно (Перов, �69). 

[,��м] �= 
[�!,-�L-} [ И:sм:p.""J-(J 

�W.Q"17 +-- IIOO'II 

---·-

р ,, ]1..., ш�. ...... >Лок-с: ема установки для электроспектроскопии в

диапа�юне часто·· 1 кГц - l lO МГц

В конструкции предусмотрена возможность проводить 
измерения по паралеш цой схеме как прямым методом, так и методом 
замещения. Пересчет змеряемых величин Rs и Cs из параллельной 
эквивалентной схемь в последовательную является известным 
методическим прие:\1.Ш . Это связано с тем, что измерения проводятся по 
параллельной схеме за ещения, что методически более удобно, а анализ 
электрических пара� етров клеточных суспензий проводится в 
последовательной схе� е, поскольку сопротивление межклеточной среды 
]�о, сопротивление м:е� брав клеток Rm и внутриклеточного содержимого 
]�i включены послед Питание моста осуществлялось от 
генератора Г 4-153.. , качестве индикатора баланса использовался 
вольтме-IJ) ВЗ-42 с анал rовым выходом на осциллограф Cl-65. 

Основные обозначения и ф рмулы для элеюроспекrроскопии. 
Rs ·· согqхпив.ление nарапелльной схем:е замещения; Cs - ёмкосrь в паралелльной 

схеме замещения; tgu - 1. вс угла пагерь в парапелльной схеме замещения; со -
круговая частота:; 
1�р - сопролшление в nоследовательной схеме замещения; Ср - ёмкость в 
последоваrельной за\fещения; )(р ёмкостное сопротивление в 
последоваrельной схеме замещения; Z ··· импеданс в последовательной схеме 
3амещения У- адмитгане в паралелльной схеме замещения 



. tgд == --1 - , где ш = 2nf 
шR,С, 

. Rs 
, • RP = 1 + ш 2

Сs
2 Rs

2

) 2 2 .. ·С _ 1 + ш -Rs Cs 

р -----.. . - ш 2 Rs2Cs
2 

1 
,:. Хр=-шСр 

. Z==Rp+Xp 
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(9) 

(10) 

(11) 

(12) 

(13) 

(14) 

. Ro/Ils = 2( 1-Ф )/(2+Ф) ( 15) 
где Ro - сопротивлени, оуспеIЩИрующей среды (межклето1Шой жидкости); 

Rs ·· сопротивление суспензии клеток:: 
Ф ·· относ�-пельныi' объем ( объемный индекс), занятый живыми клетками. 

Таким образ.ом �· живых клеток определяется в относительных 
единицах объема ( Ф) I пересчет на число клеток можно осуществить, зная 
объем единичной клетJ и по табличным данным. 

Для испытания физл алогической активности метаболитов использовали 
среду водоросли Chlo ella pyrenoidosa с конца экспоненциальной фазы 
роста (7 сут., N клето приводили к 500 млн/мл колориметрически), как 
один из вариантов - l 01-кратно сконцентрированную среду водорослей с 
помощью роторного испарителя при температуре 30° С. рН среды 
доводили до 7 ед. конц IJтрированной НС 1. 

Экстракцию куль· ральной среды проводили последовательно 
различными раствори елями по увеличению их полярности. В первом 
случае 250 J\Ш среды э страJгировали 250 мл гексана. Гексановый экстракт 
сливали, а культуралы ую :,кидкость щпее экстрагировали 250 мл бензола, 
затем аналогично : щлацетатом однократно или с последующей 
экстракцией при рН 3- ед. В гексан переходят в основном, СЖК, в бензол -
липиды, в этилацетатн I� вытяжки ( при рН 7 и 4) - фенольные соединения 
[34]. Полученные экст а�кты упаривали досуха на роторном испарителе (40°

С), переноси�ти: в 5 JI гексана), далее хранили в холодильнике. Все 
операции по экстраrир sанию проводили в условиях слабой освещенности. 
В отдельных случаях , ля оценки физиологической активности получали и 
хлороформ-метанольн 1е экстракты сред водоросли. В этом случае 
использовали систему хлороформ-метанол-вода в отношении 1 :2:0,8. В 
водно-J\,1етанолыюй ф, акци:и содержатся водорастворимые нелипидные 
примt�си (сахара�, амиш КИСЛlОТЫ, соли и др.), а хлороформный слой содержит 
липиды, практически с1 ободные от загрязнений. 
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Во втором вариант схема экстракции была следующей. Для получения 
экстрактов пигментной щрироды сконцентрированную роторном испарителе 
при 30° С до выпаденш солей среду трижды экстрагировали ацетоном ( 18 ч и 
2 раза по 2 ч),, зате1 экстракты фильтровали через бумажный фильтр, 
упаривали при 30° С, 01 адок растворяли в ацетоне (в 5 мл). Экстракт содержал 
вещества пигментной q:рироды (хлорофиллиды и продукты разложения 
пигментов) с примеся » липидов и СЖК. Для определения активности 
экстрактов их стандарт зова.ли по численности клеток культуры водоросли в 
конце экспоненциальн й: фазы роста (7 сут.). Для экстракции липидов 
упаренную до выпаден солей среду дважды экстрагировали хлороформом 
(18 ч, затем 2 ч). Хлоро q>рмные экстракты отгоняли на испарителе при 30° С, 
осадок растворяли в х Qроформе (в 5 мл). Полученный экстракт содержал 
только липидные вещ сrгва . Хроматографию проводили на пластинках в 
системах для полярны и неполярных-<1ипидов. Липиды идентифицировали 
сравнением величин их с Rf свидетелей и проявителей. Rf данного вещества 
характеризует скоросп �го перемещения на хроматограмме - это отношение 
от стартовой линии хрс: матограммы до центра пятна в любой момент времени 
к расстоянию, пройде�: ному за это время растворителем. Хроматограммы 
липидных экстрактов среды проявляли 5% фосфомолибденовой кислотой, 
напрогревали при l 05 С, ,ценситометрировали на денситометре ERI-65 и 
определяли процентное оодержание классов липидов по площади их пиков на 
денситограмме. Хром тографирование СЖК проводили в системе для 
неполярных липидов ( еrгролейный эфир-этиловый эфир-уксусная кислота -
80:20: 1 ), с:�{К элюи:ро ми смесью хлороформ-изопропанол - 1: 1, элюат 
t:рильтровали, отгоняю на испарителе, взвешивали и переносили в ацетон. 
:Гидролиз липидов и э· ерификаци. ЖК проводили 0,5 N раствором NaOH в 
1\1етаноле и 14 %> раст Фром BF3 в метаноле соответственно. Определение 
состава ЖК проводил методом: газа-жидкостной хроматографии. Фаза -
бутандио.1сукцинат на хромосорбе зернением 0,120-0,160 мм. Температура 
колонки 190° в режи е программирования, температура детектора 220°. 
Длина колонки 1 ,5 м. ] ентификацию )КК проводили по стандартной смеси 
эфиров :ж:к с в утренним стандартом (15:0). Структуру ЖК 
.дополнительны:мш мет� щ1ми не определяли. 

КонценчJацию пер11 Кfiсных продуктов в средах водоросли определяли по 
малоновому диапьдеги у (11ДА) . К 1 мл среды добавляли 2 мл насыщенного 
раствора 2-тиобарби�1 овой кислоты и 2 мл раствора трихлоруксусной 
кислотьI (конечная ю Н1центрация 5%} и нагревали 1 О мин. на кипящей 
водяной бане. Затем оп �деляли оптическую плотность образцов при 535 и 600 
Н\1. :Коэффициент экс: :цнкции �АДА при 535 нм составляет 156 Ю3 М' 1

Концентрацию J\ЛДА (С рассчитывали по формуле С= (Е535 - Е600) / 156103. 
Альгицидную акти щость культурапьной среды и экстрактов из нее 

изучали, используя в к qестве тест-объектов культуру водоросли-продуцента 
··· Cblorella. py,i-enoia'osa Chick. S-39 и S. quadricauda (Тиф.) Kutz. Водоросли
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предварительно в тече ше 7 сут. подращивали в оптимальных условиях, в 
колбах на 50 мл и дал � исполь:зовали как посевной материал для опытов. 
J11спытываемые экстра 11ы и среду - по 0,2 мл вносили в пробирки, затем 
те:стируемые во до росл - ] О мл в каждую пробирку. В качестве контроля 
использовали пробирки со свежей культуральной средой. Опыты проводили в 
3-х биологических пов фрностях. Опытные пробирки помещали в условия,
идентичные условиям редJварительного подращивания, но без барботажа) и
ежесуточно встряхив и. Результаты воздействия сред и экстрактов
оценивали подсчетом ]fiсленности клеток через 7 сут. Изучение роста и
(рункционюп)ного сост �ния культуры водоросли Chlorella. pyrenoidosa на
культуральных сред.ах: ца :которых выращивали ту же культуру в течение 1-
14 сут. проводили с ц�лыо определить влияние накопленных в средах
м:етаболитов на фот оинтетические характеристики водоросли. Пробы
водоросли отбирали н 1, 3, 5, 7, 10 и 14 сут. В пробах определяли 
численность клеток и арактеристики быстрой флуоресценции хлорофилла. 
Контроль за во:зможн 1� обеднением сред проводили по азоту. Нитраты 
определяли стандартны : методом . 

При оценке бактерт qидной активности культуральных сред и экстрактов 
И:3 них в качестве тес -рбъектов использовали культуры микроорганизмов. 
]\,J[икроорганизмы вьrр:: ивали, затем готовили исходные суспензии тест
объекта в воде (5-10 е/. мутности по стандарту). Далее исходную суспензию 
вносили в расплавленн Itr и охлажденные до 45°С агаризованные среды (1 мл 
на 100 мл среды), :кот,1 р1Ьiе стерильно разливали в чашки Петри (по 10 мл). 
Полученные таким об illЗOM чашки со средой, засеянной тест-объектами, 
использовали для опре �ления бактерицидной активности сред водоросли и 
экстрактов �.1етодом ДI с:ков. Для этого из фильтровальной бумаги вырезми 
дисюr диаметроl\,I 6,5 с: 1И пропитывми экстрактами или испытуемой средой 
(по 0,3-0,5 мл). Д,иски п �ещали на чашки с засеянной культурой и наблюдми 
1-.S сут. размер зоны у1 �тения развития микоорганизмов (диаметр), который 
выражали в см за МИН)' qм диаметра диска. Каждый вариант опыта ставили в 
3--х повторностях, 1 контроле диски пропитывали эквивалентным 
Е<оличество�� соот �тствующего растворителя или среды . 
. Антибактериальную ак щвность проверяли для всех культур на свету (24 Вт/м 
общего света от .:1амп J Б�40) и в темноте при рН 5,0; 7,0; 8,5. Препараты ЖК, 
1в опытах исполь:юва1 Иi в виде солей аммония, для чего растворяли в 
аммиачной воде" 

Эксперименты про qдились в 3-5 повторностях. Данные представлены с 
определением ошибки репрезентативности выборочной средней для малых 
выборок и 5�1о уровн:1 значимости. На графиках и копиях кинетических 
кривых представлены т�ипичные для опытов зависимости. При обработке 
данных использоваJJ и п �грамму «Microsoft Exel» 
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3.3. Т1ехнологu 1nроизводства 1J1 получ.:�ния суспензии Chlorella

Производство су11 п�нз:ии Chlorella основано на фотосинтезе 
м:ироводорослей�, кото :ii.iй осуществляется в емкости, с использованием 
искусственного освеще fIЯ и раствора углекислого газа. 

Процесс пrюизводс· щ1 непрерывный� при котором из емкости ежесуточно 
с:швается часть объем: q:успензии клеток микроводорослей, которая идет на 
выпаивание ж:ивотны . Воспроизводство Chlorella осуществляется в 
питательнОJ1л растворе, :�риготовленном по специальному рецепту. 

Культивирование lu.loгe:lla ведется круглый год. Продуктивность ее не 
зависит от сезона года" 

Культиватор Chlor1 На КХ-60 представляет собой модульную установку с 
производительностью успензии Chl01·ella 60 литров в сутки и плотностью 
клеток 50-60 млн/мл. 

Наращивание объ ма суспензии Chlore1la достигается увеличенем 
количества установок. ак, например 2 установки - 120 литров, 3 установки 
-·- 180 литров, 4 устанОJ Kfl - 240 литров и т.д.

Культиватор Chlo ella КХ--60 состоит из одной емкости, двух 
светильников в стеклю ных колпаках и сетчатой крышки. 

Производство сусш нзии Chlorella включает следующие стадии: 
• в емкость , питательной средой вводят маточную культуру

Cril,лelia (пос аi13ляется готовой);
• ежедневнов е кость вливают раствор углекислого газа;
• чер,:::з четыре ня суспензия Cr1Jorella готова к использованию;
• процесс выр щивания микроводорослей, слив части готовой

с:успе1вии Ch orella и розлив питательного раствора осуществляется
ежедневно.

4. РЕ3У ЛЬ ТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

4.1. Ню<опление 111еклеточных органических веществ в культуре 

микро1юдорос:лей. 

Опыты по и::зучени , накопления ВОВ в культурах водоросли Chlorella 
pyrenoit:iosa показатш, что увеличение количества ВОВ происходило в 
соответствии с рос:тоJ численности клеток и к концу опыта составляло 
:величину 580-620 мг/л. начале, в частности на временном интервале 1-5 сут. 
1�одержание мертвых еток не превышало 3-5%. Накопление органики в 
среде в это время прОJ сходило с высокой скоростью. Можно допустить, что 
источником ее в это вре я: являются живые клетки водорослей. 
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Наиболее важным : вдяется вопрос о возможностях клеток водорослей к 
прижизненному выдел 11шю органических веществ, что тесно связано с 
гетерогенностью стр: ктуры популяции клеток по физиологическому 
состоянию, с критер� ми определения живых и мертвых клеток. Оценка 
прироста ВОВ отноше1 ию к приросrу биомассы для Chlorella pyrenoidosa S-
39 в оптимальных усш tIЯX в начале кривой роста показала, что возможная 
величина прижизненн � выделений ВОВ клетками культуры составляет 
.1.9-5, 1 %> по отно:шениI< прироста ВОВ к приросту биомассы (табл.2). 

Т:абJ[ица 2. ПродуJ ирование ВОВ водорослью Chlorella pyrenoidosa S-39 
в начале кривой роста До1веритt:�льный интервал (1 )/(2) 0,040-0,050 ( 4-5%) 
для 5�Уо уровня значим< сrи 

·---- ·------------

Опыт, Сутки I рирост Прирост Отношение 
No развития I 0B,\1r(l) биомассы,мг (2) (1)/(2) 

культуры 
·----- ··------------

1 ] ::: -_1 55,5 1260 0,049 

2 ] 1;.· - -_1 74,0 1918,0 0,039 

3 ] /;,' -.J 364,8 7278,0 0,050 

4 1 
1;.· 

-_1 100,0 1791,0 0,056 

5 1 
1;.· 

-_1 123,0 2411,0 0,051 
·---- ··--·-------·-- ---

Фотосинтетическая активность культуры Chlorella pyrenoidosa S-39 
оценивю1ась по эф< ективности функционирования фотосистемы 2. 
Относительный переменной флуоресценции (FvlFm), который 
отражает активность С 2 и скорость фотоиндуцированного выделения 
кислорода (СВК) была максимальной на 3-5 сут. развития кульrуры и затем 
\1онотонно снижалась. 

Такие расчеты пред 1ак1яются возможными поскольку процент мертвых 
1сrеток не превьпшш 3-. %, культура находилась в состоянии высокого уровня 
активности роста, фот� СIИНтеза и жизнеспособности. Значительный вклад в 
формирование РОВ С] е;цы в начале развития культуры вносят продукты 
материнских клеток, в щвобождающиеся при выходе апланоспор (Nalewaiko, 
1966) .. J:, 1с.л:и принять в внимание мнение авторов, считающих основным 
источником внеклето пых органических веществ продукты автолиза 
(Хайлов, 1974; Денисо а, 1978), тогда на протяжении всего опыта должно 
наблюдаться соответ nзие между накоплением мертвых клеток и 
органического веществ (!;реды, чего не наблюдалось. 
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4.2. Состоинше к�ш>туры водоросли Clorella pyrenoidosa по 
резу ль татам э.л1ект оспектроскоп1Jш1 и процессы выделения 

внеклето11ных органи 

В зависимости от фи:шологического состояния клеток водоросли в 
процессе развития Е[ �опительной культуры, выделение органических 
веществ на разных стад х роста происходит неравномерно, и тесно связано с 
функциональньп.1 сос1 �нием клеток [26], количеством мертвых клеток, 
соотношением процесс 1В активного выделения (истинно прижизненного и 
постлетального) .. 

Однако, в связи с J еоднородностью структуры популяции водоросли по 
функциональному со, тоянию (Погося:н и др., 1991) трудно учесть 
органическое веществ , выделяемое ослабленными клетками, клетками 
живыми, но с наруше, щой проницаемостью внешних мембран. В связи с 
этим, в накоплении ВОВ возрастает роль пассивной диффузии 
органического вещестJ а из клеток во внешнюю среду. Определение доли 
прижизненных выделен й ВОВ таким образом, усложняется. 

Таб.11:ица 3 .. Обща: характеристика культуры Chlorella. pyrenoidosa и 
накопление внеклеточн IiX продуктов в 14-сут. опытах. Число опытов - 3. В 
каждом опыте-· усредн цная проба из 3 сосудов 

_____ ,,____ ----·---+--,,-·------, 

Время., РОВ 

сутки средъ1, 
мг/л 

Б11 о масса, 
мг/л 

_____ ,,___ -----·----- ------t 

3 7 5 :±:4,:5 1 600 ±7 
_____ .. ____ ------·---+-,!-·------! 

5 160 :!=6,4 4 330 ±24 
-----··--- -----·---·--------.. 

7 270:±11 7 720 ± 38 
-----··--·- -----·---·-- ------<· 

11 520 =t:8 11470 ±40 
-----··--- ---------

14 600=r:Jll 12 200±:46 
_____ ,,____ -----·---+---·------' 

Количество РОВ/ 
Клеток�, биомасса, о/о

млн/мл 
15 5± 1 1 4,4 

457 ± 21 3,6 
808 ± 37 3,4 

843±37 4,5 
790 ± 27 5, 1 

В l - 3 сут. скор сть роста не максимальна, % мертвых клеток мал 
активность фотос:инn: а (скорость выделения кислорода и активность 
фотосистемы 2) рас� т, выделение органики происходит в основном 
прижизненно, то есть, живыми .клетками, вклад погибших клеток мал и им 
можно пренебречь, но щроцесс накопления РОВ продолжается как и рост 
ч:исленности клеток и соответственно их суммарной биомассе. К 3-5 сут. 
развития достигается аксимальная активность фотосинтеза, накопление в 
среде органики резк увеличено за счет прижизненных выделений, 
поскольку мертвых кш: ФК мало (по окрашиванию). На 3 сут. процент живых 
клеток, определенный ри помощи метода электроспектроскопии не являлся 
максимальным и уже оставлял лишь около 75 % (табл. 4) , что означает 
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наличие в суспензии к еток, функциошшьно ослабленных, но не мертвых. В 
период 5-7 еут. ( фаза экспоненциального роста) продолжается 
интенсивный рост чи ленности клеток и накопление органики в среде. 
Количество мертвых клеток по методу окрашивания около 9%. 
Активность фотосинт< за снизилась, но она достаточна для поддержания 
темпов роста культур 1. По электрическим параметрам число живых уже 
существенно уменьши ось, очеJВидно, за счет уменьшения доли клеток, 
способных. к актив qму транспорту и возрастания доли клеток, 
функционально менее активных, но с преобладанием роли пассивной 
проницаемости. Такиt� клетки в первую очередь гибнут, но на данный 
момент вреl\н:ни их 1 ельзя считать мертвыми. Доля ВОВ, выделяемого 
клетками, с нарушен ыми барьерными свойствами мембран довольно 
высока и становится п еобладающей к 10 сут., а к 14 сут.лишь 34% клеток 
можно считать функци щалъно живыми, тогда как по методу окрашивания в 
культуре до 70%, живы клеток (табл. 4). .  

Таблица 4.. Состо ние культуры ChloreUa pyrenoidosa и накопление 
внеклеточньгх продукт в в 14-сут. опьпах. Приведены средние значения. 
Число опытов - 3. В кю: рм опыте - усредненная проба из 3 сосудов 

%живых 
клеток, 

___________ отн.ед. _...,._.-1--__ ..,_( о_К_.f'"•_а_ш_и_в_а�� 

Активност 
ФС2, 

Время, 
сутки 

l ______ -------О ,9 --+---1---·-----9_8-", _5
�----·· _____ ___ Q ,'! 5 -- 95 ,о
7 __________ _ о,7о --+---l---------9_1-",_o_ 
11 ___________ 0,25 __ +-_____ 8--'О,'--О 
14 0,20 70,0 
-----·· ________________ ....__ ________ 

:1ие) 

% РОВ 
живых среды, мг/л 
клеток 

73 6 
' 

75,0 
67,5 160,0 
51 270,0 
37,7 520,0 
34 600,0 

Электроспектроскш цческий метод измерения о/о содержания клеток в их 
суспензии основан 1 а следующем принципе. Любую клетку можно 
представить как струк ру, внучш которой находится проводящая жидкость 
(внучшклеточное соде жим:ое) и в свою очередь окруженную проводящей 
жидкостью (межк1ето1 НJОЙ средой). Таким образом, получается система из 
двух проводящих ж дкостей (внутри- и внеклеточные), разделенных 
и:юлятором мемб аной. В обобщенном: виде суспензия клеток 
рассматривается как г�терогенная система, состоящую из обладающей 
элекчшчес:ким сопрот влением Rs дисперсионной среды и непроводящей 
дисперсной фазы. Ее. и рассматривать мембрану в качестве идеального 
диэлектрика, т.е. полн� стыо непроницаемую, то в этом случае она обладает 
определе:1л-юй емкость , или мембранной емкостью См. Однако, мембрана 
клетки не является с вершенн:ым изолятором и через нее, в результате 
пассивного и активног транспорта из клетки и внутрь ее проникают ионы, 
т.е она обладает проницаемостью. Поскольку постоянный 
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проходит и происходит только 
однонаправленное. в з, :цс:и мости от знака поля, перемещение зарядов вне и 
внутри клетки (пш ризация)., изм1�рения проводят в переменных 
электрических полях. 

В переменном эш ктр:ическом поле низкой частоты характеристикой 

величины ионной rrроницаемости мембраны является активное 

сопротивление l(5 • Су: t;:ствует три общих пути, по которым переменный 

электрический ток про: qцит через сусш�нзию клеток: а) через межклеточную 

жидкость, б) через: ме) клеточную жидкость к клетке, затем через мембрану 

клетки благодаря е1 проводимости (ионной проницаемости), через 
внутриклеточную жид ость, сквозь мембрану противоположной стороны и 
далее снова через м1;ЖJ еточную жидкость, в) через межклеточную жидкость 
к клетке, затем чере мембрану клетки благодаря ее емкости (ионной 
непроницаемости), че �з внутриклеточную жидкость, сквозь мембрану 
противоположной сто] о»ы и далее снова через межклеточную жидкость. 
Каждый из путей прох жде:ния электрического тока через суспензию клеток 
в зависимости от его ч: сrоты имеет СВОЕ) специфику. 

На низких частотах ( от единиц Гц до 1 кГц) суспензия клеток водорослей 
в проводящей жидко ти представляет собой суспензию непроводящих 
шарообразных включt� ий (поскольку сопротивление мембраны Rm очень 
высокое), которые уве ичивают электрическое сопротивление, Rs суспензии 
пропорционально их онцентрации. Расчет электрической проводимости 
суспензии с неn ро1 одящими шарообразными включениями и его 
экспериментальная r оверка позволили H.Fricke [52] предложить
упрощенную формулу !, используемую в практических целях: 

R0 2(1--Ф) 
�·-, 

R" 2+Ф 
(16) 

где Н"0, - сопротивле ие суспендирующей среды (межклеточной жидкости), 
:Rs -.. с:опротивлени суспензии клеток и Ф - относительный объём, 

занять1й взвешенным клетками, или объемный индекс. Наиболее 
оптимальной для изм1 рения частотой является 1 кГц, поскольку на более 
низких частотах начин ет играть роль поверхностная проводимость клетки, а 
с увеличинем частот1> мембрана клетки перестает быть изолятором и в 
измеряемые величины Юiючается внутриклеточное сопротивление R;. Таким 
образом, опреде:лев ны эш�ктрической проводимости относительный объём 
1сrето:к в суспен3ии от ажает объемну�о концентрацию клеток с той ионная 
проницаемостью, кот� рая характерна для живых клеток. В процессе 
отмирания ионная щ оницаемость клеток нарушается, что приводит к 
снижению величинь объемного индекса "живых" клеток, хотя 
м:орофологичес:кая цел стность клетки может и сохраняться, следствием чего 
я:вляется: расхож,а:ение определении электроспектроскопическим методом и, 
например:, с использов цием витальных красителей (рис. 1 ). 
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Рис" 1 . Измененш JКоличества (о/о) живых клеток в культуре водоросли 

Cpyn�noiclosa S-39 (по: лектрическим параметрам суспензии). 



46 

На частоте 1 О электрические параметры суспензии клеток 
О[1ределяются соотноп ением между числом проникающих через мембрану 
ионов и непроникающи , которые концентрируются по обе стороны мембраны. 
Если доля свободно r он:икающих ионов свюано с процессами пассивной 
проницаемости, то чис о непроникающих ионов определяется работой систем 

активного транспорта етки. Для определения соотношения между ионами 

проникающими и епроникающими через мембрану, используется 

методический прие\1, известный как метод Рейнбаха-Слюйтерса, широко 

применяющийся в элек охимии для ашшиза обратимости и необратимости в 

электрохимических реаг ццях. 
Рост и развитие леток водорослей сопровождается изменением как 

активных, так и пасси ных транспортных процессов через мембрану клеток, 
причем в определенн re сутки культивирования активный перенос ионов 
преобладает над пассив ой проницаемостью. Так происходит на 5-7 сут, тогда 
как на 3 и 11 сут уровень функционирования активных транспортных 
процессов мивим,ше! . Это свидетельствует об увеличении числа 
жизнеспособных клето в культуре на 5-7 сут, что также подтверждается 
максимальными 31-шче Юiми в эти сроки коэффициента поляризации 
(жизнеспособности) К11 Соотношение активных�, и пассивных транспортных 
процессов через мемб ану клеток водорослей в процессе роста культуры 
меняется, о чем свид� �льствуют изменения в сопротилении межклеточной 
жидкости R::, и внутренн го сопротивления клетки Ri (рис.2). 

На 5-7 сут. культ: вирования пассивная проницаемость мембран клеток 
водорослей и, с:rнщо: ательно, накопление в межклеточной среде РОВ 
минимально, по отноше ию к 3 и 11 сут, где в результате накопления в культуре 
нежизнеспособных ю1 ток с повышенной пассивной проницаемостью 
увеличивается сопротю ение межклеточной среды Ro в результате выхода в нее 
вместе с РОВ внучн1 кле очных ионов. Вl\11есте с тем, в период роста культуры с 3 
по 5 сут наблюдается о! ратный процесс: активный рост клеток сопровождается 
их повышенной: метаб лич,�ской активностью, в результате чего происходит 
интенсивное накоплен.и питательных веществ из окружающей среды, в том 
числе и ионов, находя� ее отражение в снижении сопротивления межклеточной 
среды R�0 ., и одновремеш м росте К. 

В период 7-11. сут. р ста число функционально мертвых клеток (с возросшей 
пассивной проницаемо тью) увеличивалось (рис.1) как и мертвых клеток, 
определяемых методом окрашивания. Доля живых клеток по электрическим 
показателям в этот пер од ::·,начительно ниже, чем по методу окрашивания. На 
фоне дальнейшего снш�: ения активности фотосинтеза и К поляризации 14 сут. -
начало фазы отмирани , когда все исследованные функциональные параметры 
достигаJют своих мини альных значений, а накопление ВОВ происходит, в 
основном, за счет автш иза клеток и пассивной проницаемости функционально 
мертвых клеток. I зменения основных параметров, определяющие 
функциональное сост� яние культуры Chlo.rella pyrenoidosa в процессе 
развития (14-сут. опыт) показаны в табл . .5. 
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Риr:. 2 Динамика С< противления внутреннего содержимого (Ri) и наружней 
среды (Н-1)) клеток куль· ры водоросли C.pyrenoidosa S-39 в процессе роста 
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Данные таб:1ицы представлены в процентах, ( за 100% принимали 
максимальные значею показателей состояния культуры, наблюдаемые в 
процессе развитш1 кулы ры). 

Опираясь на исслед ваю;rе функционального состояния культуры Chlorella 
pyrenoi(iosa S-39 можн полагать:, что до 7 сут. развития в условиях 14-сут. 
наблюдений в накопл, нии ВОВ определяющее значение имеют процессы 
прижизненного выделеJ ия, которое происходит почти линейно. После 7 сут. 
процесс накопления ВО продолжается, причем с ускорением, очевидно за счет 
вклада в накопление бtюl\шссы лизировавших клеток, а также органики, 
выделяющейся функ: ионально мертвыми клетками с мембранами, 
утратившими свои б рьерные функции (рис.3). Изменения активности 
фотосинтеза и энерго: ависимых параметров в это время имели сходный 
характер с максимумо� на 5 сут. (изменения активности ФС 2, величины Rs, 
отража:ющего прониц. мость и а - параметра, зависящего от уровня 
�метаболизма клеток), чт1 подтверждает высказанное выше положение. 

Таблица 5. И:зменен я основных параметров, определяющие функциональное 
состояв ие куль туры Ch/1 rella pyrenoidosa в процессе развития ( 14-сут. опыт) 

·------- ----·--------h----------

Время, 
сут. 

Активность 
<I>C ,., О/ 
. , .,., /О 

к % 
П, РОВ 

среды, 1}

·-------- _________________ _,__ ____ _ 
3 55 48 12,5 
·-------- ---·-------

5 88 70 32 
·------- ----·---·---

7 80 100 45 
------ -----------

11 78 59 87 
·------- --------·---

14 32 43 100 
·------- ---·-------

Rs
(l кГц),% а параметр, % 

60 83 
100 100 

-

73 93 
55 61 
26 85 

Определение % жив 1х клеток по данвым электроспектроскопии (рис.4) 
показ,шо су1цественые с тличия от данных, полученных методом окрашивания. 
В экспоненциальной фг е роста живых клеток оказалось на 25% меньше, а 
после 7 сут. роста рюли ия увеличивались до 50%. 

Это свидетельствуе в пользу более сложного характера гетерогенности 
структуры популяции в доросли Chlorelia pyrenoidosa, который определяется в 
3начите;1ьной степени функциональным состоянием клеток, в частности, 
барьерными свойствю и внешних мембран клеток. С ростом культуры 
усредненная жизнеспос бность клеток снижается, растет количество мертвых и 
функционально мертвы клеток, кривая роста численности наиболее сходна с 
кривой накопления ВО] (рис.5). 

Следует отметит , что нет соответствия между изменениями 
фотосинтетической а тивности и количеством мертвых клеток в 
развивающейся культу е (ри:с.4 ). 
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Рис. 3 Дин: мика накопления органических веществ в среде 
кулы�уры Clzl01·en . pyrenoic..rosa, активности ФС2 и энергозависимых 

параметров клеток одоросли, в % от максимальных значений. 
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Особенно заметно J есоответствие между этими показателями в начале и 
конце кривой роста 1-3 и 11·-14 сут.). В период 5-11 сут. снижение 
активности ФС 2 ,: nровождается снижением числа живых клеток 
(увеличением: числа мертвых) независимо от способа определения. 
Накопление ВОВ за с ет выделений функционально мертвыми клетками 
(электроспектроскоГiия в начале кривой роста и далее существенно, судя 
по высокому содержа� ю таких клеток в культуре. Простое суммирование 
ВОВ, сформированно о мертвыми 1с1етками, определяемыми разными 
способа:\1и неуместно, однако полученные данные свидетельствуют, что 
.доля истинно прижизн иных выделений ВОВ в начале кривой роста или по 
крайней мере до 7 су . связана с функциональным состоянием внешних 
мембран клеток и, стр� го говоря ниже, чем определяемое с учетом мертвых 
клеток рутинным спо1 обом:. Следовате:льно, при учете ВОВ необходимо 
приним[ать во внимая е функциональное состояние клеток, что позволит 
надежнее и точнее о енивать внеклеточную продукцию водорослей, а 
также регули:ровать б отехнологические цикль1 с использованием культур 
микроводорослей. 

В период, когда пр( исходит снижение эффективности функционирования 
фотосинтетического а парата клеток, что может быть связано смещением 
гетерогенности культу ы по фиЗ".иолоптческому состоянию клеток в пользу 
ослабленных клеток I и поврежденных, наблюдается рост электрических 
ш:перь на :мембранах (положение минимума тангенса 
электрических потер: , коэффициента поляризации, снижение уровня 
метаболизма , После � сут. развития наблюдается существенное увеличение 
пассивной проницаем( сти на фоне снижения уровня функционирования 
активного транспорта, а также по снижению сопротивления внутреннего 
содержимого клеток. i ущественно, что в этот период -после 7 сут. резко 
увеличивается скорост накопления ВОВ в культуральной среде. К концу 
наблюдений - 14 сут. в вакоплении ВОВ большое значение приобретает 
переход в состав орг нического вещества среды биомассы клеток после 
автолиза. 

Можно что органические вещества именно 
прижизненного пр01 схождения имеют высокую физиологическую 
активность и могут pt:: лировать как рост и развитие культур водорослей
продуцентов, так и влF ть на сопутствующие организмы в лабораторных или 
еетественнь1х условия , что крайне существенно при решении задач
продующонной: гидроб алогии или биотехнологии при получении отдельных
ценных продуктов в1 дорослей из состава ВОВ, а также в условиях
нестерильного или сов� стного культивирования водорослей.

Развитие микровод рослей сопровождается постепенным накоплением в
1�реде растворt:нных ор анических веществ (РОВ или ВОВ) [27]. В фильтратах
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водорослей обнаруж ны белки, липиды, аминокислоты, фенольные 

соединения., углеводь , гормоны, антибиотики, органические кислоты и 

другие [19,32]. Приня о считать, что внеклеточные вещества поступают во 

внешнюю среду в резу ьтате жизнедеятельности активно растущих культур и 

в результ,пе отмирани ](Легок [30]. Некоторые группы соединений из состава 

ВОВ обладают физио огической активностью и могут быть регуляторами 

роста и развития как 
организмам, в частно 
соединениям относят 
углеводного и 
н еспе циа:лвиро ванны 
[10,34]. 

о отношению к самим продуцентам, так и к другим 

и к бактериям. К таким функционально активным 

некТiеточные липиды и фенолы, тогда как продукты 

азотного обмена считают функционально 
и в физиологическом или биохимическом отношении 

Наиболее распрост аненными типами отношений между водорослями и 
бактериями являются инергизм и антагонизм .. Антагонизм характеризуется 
резким уменьшением численности бактерий, вплоть до полного их 
исчезновения, в перио ы интенсивного развития фитопланктона. В сильно 
загрязненных органи ескими стоками водах при обильном развитии 
гетеротрофных. :\1икро1 рганизмов может происходить подавление развития 
фототрофньп( организ� ов [22]. Поэтому способность водорослей подавлять 
развитие бактерий отрывает возможность регулировать этот процесс, что 
и:\1еет :важное практиr ское значение при культивировании водорослей в 
нестерильных )''Слови х для целей биотехнологии или аквакультуры. 
Способность водорос. ей :выделять вещества, являющиеся активными по 
отношению к C:aJ\1Иl\1 п одуцентам или другим водорослям свидетельствует о 
значении :внеклеточнь:r; метаболитов в регуляции процессов роста и развития 
как продуцентов, и сопутствующих видов при совместном 
культивировании или в естественных условиях. 

При выяснении ричин гибели бактерий в растущих культурах 
водорослей полагали, что свет лишь обеспечивает условия для быстрого 
роста фототрофов, что пpIJ водит к изменению физико-химических условий 
среды, что делает ее I еnригодной для роста микроорганизмов. Ранее было 
установлено, что дсйс вительно при рс1сте культур водорослей, особенно в 
начале кривой JIOC' а происходит резкое снижение окислительно
восстановительного ш енциала и величины рН [26]. Однако в дальнейшем 
бьшо вь1сказано предп ложение, что, свет может инициировать образование 
веществ, обладающи: антибактериальной активностью из неактивных 
предшественников. П: и этом имели в виду фотохимические дериваты 
хлорофил:тидов при ак ивном росте и свободные жирные кислоты (СЖК) в 
период отмирания куJ ьтур водорослей [22]. Кроме того было показано в 
природных условиях I Мазурских озерах, что свет не является фактором, 
прямо инги ирующим развитие бактерий. 
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5. ЗАКЛК)ЧЕНИЕ

Водоросли - од и из древнейших организмов, населяющих нашу 

планету. Пожалуй, то; ко бактерии могут поспорить с ними в древности 

происхождения и длит льности существования. В прошлые геологические 

эпохи, как и в настоя1ц е время, водоросли населяли океаны, реки, озёра и 

другие водоt�мы. Обог тив атмосферу кислородом, они вызвали к жизни 

мир разнообразных : ивотных и способствовали развитию аэробных 

бактерий; они явились родоначальниками растений, заселивших сушу, и 

как это н1;� удивительн , создали могучие толщи горных пород. В воде и 

на суше, в снегах, льд х и горячих источниках, по всему земному шару -
от просторов Северног Ледовитого океана и его островов, до тропиков, и 
от тропиков до снегов скал Антарктиды, от морских глубин до высоких 
гор - всюду мы нах дим водоросли. Их микроскопические размеры 
способству1-от перенос на большие расстояния. Водные течения разносят 
их по м:орю\1 и окею ам. Такую же роль выполняют рыбы, особенно 
проходные. Выброшен ые из воды на берег и высохшие, подхваченные с 
илом и пылью с повер ости скал и почвы ветром и птицами - водоросли 
переносятся на больш е расстояния. Пути и способы распространения 
водорослей исключите ьно многообразны и полностью обеспечивают их 
повсе:\1естное ра:шесен е. 

Наиболее общим ыражением их является распределение водорослей 
по широтным зонам: в тёплых тропических морях, где условия более 
благоприятНJы., мы на одим и большее количество видов; в холодных 
арктичс:ских морях фл ра водорослей по видовому составу значительно 
беднее. 

Распространённы по всему земному шару, водоросли, несомненно, 
должны играть ::шачит льную роль в жизни природы. На первый взгляд 
водоросли мало::шм1�тн 1 и роль их каж:ется незначительной, и только в 
иеключительных случ х, как, например, в густых зарослях морских 
макрофитов или: при "цветении" воды, вызываемом планктонными 
водорослями, они пор: ают своим изобилием. Произведённые подсчёты 
показываю1\ что в масJ таб� всей Земли роль водорослей в общем балансе 
живого вещества оказы ается поистине огромной. 

Основное значен е водорослей в жизни природы вытекает из их 
физиологических особ нностей как зелёных растений: подобно высшим 
зелёным растениям н суше, водоросли в воде являются основным 
созидателем органи ч:ес: ого вещества. Таким образом, можно сказать, что 
весь остальной \1Ир С< временных живых существ воды в той или иной 
мере обя:шн своим е ществованием водорослям, так как водоросли, 
благодаря содержан1 в них хлорофилла, способны созидать 
органические своего тела из неорганических веществ 
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окружающей их в1 ды. Следовательно, они являются в воде 
производителями: той ервопищи, которой в дальнейшем пользуются все 
осталы-1ьн� лишённые х орофилла водньrе организмы. 

Огромное значен е и\1еет также то обстоятельство, что водоросли в 
процессе фотосинте:за выделяют свободный кислород, необходимый для 
дь1хания водных орган змов, как животных, так и растительных. 

Содер:,кание yrJ екислого газа в во:здухе быстро растет, что 
беспокоит не только ученых, но и простых обывателей, озабоченных 
состоянием окр)''Жаюп ей среды. Они боятся глобального потепления и 
призывают сократить ыбросы С02 в атмосферу. Но куда же его девать? 
Ученые из Института изиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН и 
Академии тонкой имической технологии им. М.В.Ломоносова 
предлагают его для выращивания одноклеточных 
водорослей, напр:име хлореллы, с определенным биохимическим 
составом. Эти водоро ли можно будет использовать для производства 
соединений, предстаВJ яющих коммерческий интерес. Углекислота - не 
только парниковый аз. От его содержания в атмосфере зависит 
интенсивность фотоси теза, и ученых беспокоит, какова она будет, если 
климат изменится. При нынешней концентрации СО2 в атмосфере (О, 03%) 
фотосинтез многих р стений замедш;.=:н; оптимальное содержание для 
разных видов растени:й различно, но в среднем в 60-70 раз выше. Слишком 
много углекислого г а - тоже плохо. При концентрации 1 О-25о/о 
фотосинтез заме.дляетс: и может даже полностью прекратиться. 

Но суп..�:ествуют астения, в частности одноклеточные водоросли, 
устойчивые к высоким онцентрациям СО2 • 

Не:давно россий кие ученые обнаружили в коллекции культур 
м:икроводорослей Ин<; итута физиологии растений РАН два штамма 
(ChloI"eI1a vпlgat"is и ( aldieria partita), способные расти даже в чистом 
д;иоксиде углерода. ЭтJ mодоросли испытали в лаборатории, предложив им 
более мягкие ус.:1овия атмосферу состоящую из СО2 на 5% . Оказалось, 
что при такой концен1 ации водоросли достаточно активно растут, но их 
биохимический состю отличается от нормального: в клетках меньше 
белков, вероятно, бол ше крахмала, другой состав липидов. Изменение 
биохимического сост� ва привлекает особое внимание биотехнологов. 
Высокая концентрация диоксида углерода - стресс для клетки. При этом 
разные виды произв.од: т и накапливают неспецифичные для них вещества, 
в том числе пред тавляющие коммерческий интерес, например 
каратиноидьт, некотор 1е углеводы и жирные кислоты. Если обмен 
вt::ществ водорослей при высоких концентрациях 
углекислого газа уда<; ся в широких масштабах поставить на службу 
человечеству, вскоре J ь1бросы диоксида углерода не будут поступать в 
атмосферу, а пойдут на выращивание биомассы микроводорослей с 

,..

определеннь1м оиохим: ческим составом. 
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Проведенные в раб 1е исследования показали, что в процессе развития 
накопительной культу &I Chlorella. py1·enoidosa вьщеление органических 
веществ на разных с �диях роста происходит неравномерно и тесно 
связано с функционал :qым состоянием клеток, соотношением процессов 
прижизненного и пост t:rта1ьного выделения. В связи с неоднородностью 
структуры попу:rnции qдоросли по функциональному состоянию, трудно 
учесть НОВ., выдел �мое клетками живыми, но с нарушенной 
проницаемостью в.н еш 111х мембран, в накоплениии ВОВ возрастает роль 
пассивной диффу:зи:и I органических веществ. Накопление ВОВ в 
культуралыюй: средt водорослей: сопровождалось значительными 
изменениями фотосинт lfИческой: активности культуры С. pyrenoidosa S-39. 
В экспоненциальной �зе максимальная фотосинтетическая активность 
культуры водоросли, ве щчина коэффициента поляризации, Rs, отражающего 
проницаемость и а--паJ arvieтpa, зависящего от уровня метаболизма клеток 
совпадала со скорос:гь ,роста и скоростью накопления ВОВ. Накопление 
ВОВ на фоне сниженш фотосинтетической: активности и Кп в линейную и в 
начале стационарной q\ЗЫ развития культуры объясняется увеличением 
доли клеток с низко функциональной активностью -функционально 
:1,,1ертвых (по электрич q:кой проводимости на низких частотах.). В это 
время в процессе выде �ния ВОВ увеличивается роль пассивной диффузии 
в связи с )'Величени м проницаемости мембран клеток, судя по по 
элекчюпроводности. На стационарной фазе резко снижается 
жизнеспособность кл� �к водоросли и в составе ВОВ значительно 
возрастает доля прод: Iф'ОВ автолиза клеток. Доля мертвых клеток по 
данным[ э:1ектропровоl ости выше, чем по методу окрашивания для всей 
кривой роста. Это в пользу сложного характера 
гетерогенности структ: р�1 популяции водоросли Chlorella pyrenoidosa 

по функциональному <!)стоянию. В накоплении ВОВ увеличивается роль 
выделений функцион ьно мертвыми клетками (по низкочастотной 
проводимости). Следов rельно, при учете ВОВ необходимо принимать во 
внимание функциона состояние клеток, что позволит точнее 
оценивать внеклеточн ю продукцию водорослей, а также регулировать 
биотехнологические ци ы с использованием 1'.')'льтур микроводорослей. 

Изучение характер�: с]Гик флуоресценции у культур, выращиваемых на 
фильтратах сред рази< г0 возраста свидетельствуют, что физиологически 
активнь1е метаболиты, �копившиеся в составе ВОВ водоросли приводят к 
инактивации ФС2 во; росли Cblorella pyrenoidosa. Подавление выхода 
флуоресценции на уро � F'm при неизменном уровне F 0, внешне сходно с 
изменениями этих параметров при фотоингибировании, однако 
происходящими медле »ее. В контроле наблюдали близкое к линейному 
уменьшение мед"1енной фазы нарастания Fm по мере старения культуры. В 
опыте подавление ме, денной фазы выражено ярко и к концу 14-сут. 
эксперимента у культу , растущих на 1, 7 и 14-сут. среде медленная фаза 
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нарастания F'm 
практ �ески отсутствовала. Известно, что две фазы 

индукционной кривой щ�растания флуоресценции в присутствии диурона 
указывают на функцио чрование двух различных фракций РЦ ФС 2 ( се-и р
центров), отличающи: Cfl по скорости формирования восстановленного 
хинонного акцептора QA Можно предположить, что фильтраты сред 
содержат внекпеточн r� метаболиты, способные воздействовать на 
фотосинтетический апr wат клеток, смещая гетерогеность структуры РЦ ФС 
2 (а-и Р--центров) в сtорону уменьшения количества Р-центров, или 
медленно восс:ганавли: аfОЩИХ Qд центров. Снижение фотосинтетической 
активности клеток во; росли в присутствии фильтратов культур разного 
возраста \1ожет быть .µедствием адаптивной реакции, направленной на 
переживание неблагоп w�тных условий среды В этом случае возможность 
в:шимопревращений а- 1.� РЦ, во3можно, реали3уется в пользу се-центров, у 
которых скорость фор11 ирования восстановленного хинона в 2-3 раза выше, 
чем у �--центров, чт может быть биологически целесообразно для 
сохранения жизнесп сюбности культуры. Полученные результаты 
свидетельствуют о в1 зможности существования механизма регуляции 
развития культур водоJ ослей путем воздействия метаболитов, скорее всего, 
фенольной природы в функционирование фотосинтетического аппарата 
клеток. 

Сов,ершенно логич1 о при этом выглядит снижение роста численности 
клеток водоросли, на дюдавшееся нами в экспериментах. Стимуляция 
фотосинтетической ак Jjlвности и роста численности клеток при росте 
культуры Cblorella р rfnoidosa на фильтрате 3-сут. культуры можно 
объяснить. б:ыстрым на qплением в ВОВ фенольных соединений из группы 
флавоноидов Однако, стимуляция бьrстро сменялась ингибированием 
наблюдаемых па1ра�1еТ] ОIВ, причем более интенсивным, чем таковые для 7-
сут. фильтратов куль 

1
ры. Это связано, скорее всего с деструкцией 

исходных метаболит01 1И накоплением высокотоксичных для водоросли 
продуктов -хинонов, г роперекисей, а.:1ьдегидов, кетонов и других. Рост 
культур на 14-сут. филJ тратах подавлялся практически полностью. 

При ра'Звитии J уnыур 3еленых микроводорослей появляется 
возможность то:ксичес1 :ro действия НЖК из состава ВОВ. Сравнительный 
анализ токсичности ст, ариновой (18:0), олеиновой (18:1), линолевой (18:2), 
линоленовой (18 :3) ЖК цоказал, что при инкубировании клеток водоросли с 
экзогенными ж:к, ск рость инактивации была тем выше, чем более 
ненасыщенной была ) Е= После 12 ч инкубирования степень подавления 
ЕЛ�m становилась ощ щ1ковой для всех НЖК, независимо от степени 
ненасыщенности. Cyщt:i -двенным на наш взгляд является сходство в кинетике 
изменений параметров флуоресценции при действии экзогенных ЖК и 
фильтратов сред во, оросли разного возраста. В обеих вариантах 
экспериментов набтюд: fI nодавление выхода флуоресценции на уровне F m,

однако, при действии ); не происходило элиминирования медленной фазы 
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нарастания Jirn. Следов: Тfльно, внеклеточные метаболиты активно участвуют 
в регуляции роста и с11Звития культур зеленых микроводорослей путем 
воздействия на фотоси 1tетическую активность, а накопление метаболитов в 
старых культурах м1 �ет приводить к подавлению физиологической 
активности клеток впл, тt, до прекращения роста культур. 

Очевидно, в ест� сjгвенных условиях накопление ВОВ, нередко 
обладающих высокой ( ирлогической активностью, создает возможности как 
для их исполь:юван:и ; в энергетическом обмене микроорганизмов и 
водорослей, так и для у �стия ВОВ в регуляции развития самих водорослей. 

Рассм<П]J>ев задач поставленные нами выше, можно сделать 
с:"rедующие выводы: 

1. Выделение внею точных органических веществ в культуре Chlorella.
pyrenoiriosa S-39 Е, • процессе развития культуры определяется 
физиологическим сост �нием клеток. В экспоненциальную фазу динамика 
накопления ВОВ соот фтствует динамике изменений фотосинтетической 
активности и жизнесп qобности клеток водоросли. В стационарную фазе 
ВОВ накапливаются � ускорением в связи с резким снижением 
фотосинтетической акт �ности и увеличением проницаемости клеток, судя 
по данным: электроспеJ троскопии культуры. 

2. Сопоставленш:: рли мертвых клеток по по электрической
проводимости на низ иlх частотах и таковой по методу окрашивания 
показало, что в экспо (:jнциальную фазу функционально мертвые клетки 
сосоставляют 25-30�/о ;2,5-5%, а в стационарную фазу 50-60% и 20-25% 
соответственно. Выбо 

1
кри:терия оценки доли живых и мертвых клеток 

имеет важное значеню qри определении происхождения ВОВ. 
3. Ф1изиологически аkтивные метаболиты фильтратов сред культуры

CbloreUa pyгenoi1iosa S 39 приводят к инактивации ФС2 клеток водоросли. 
При этом происходит Фдавление медш:�нной фазы индукционной кривой 
нарастания 
максимальной qценции. Очевидно, метаболиты влияют на 
гетерогенос:ть 2 вызывая уменьшение количества �-центров 
(медленно дивающих первичный хинон) в пользу 
более эффективных , -центров, что биологически целесообразно для 
сохранения жизнесп1 србности культуры. Наблюдаемое снижение 
активности ФС 2 сопро qждается снижением роста численности, что может 
быть следствием ада1 трвной реакции, направленной на переживание 
неблагоприятных уело: иiй: среды. 

4. При инкубирован ф клеток водоросли с экзогенными ЖК, происходит
инактивация ФС2 BJ etiJнe (по характеру изменений характеристик 
флуоресценции) сход1 о\ с таковой при фотоингибировании. Скорость 
инактивации ФС 2 геt. �ыше, чем более ненасыщенной является ЖК, но 
после 12 ч инкубирова1 ИfI степень инактивации ФС 2 не зависит от степени 
ненасыщенности ЖК. 
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Полученные в раб� т� данные позволяют полагать, что в естественных 
условиях накопление ОБ, нередко обладающих высокой биологической 
активностью, создае· : возможности как для их использования в 
энергетическом обмен iмикроорганизмов и водорослей, так и для участия 
ВОВ в регуляции разв 'Ijия самих водорослей. 
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