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Исследования влияния обеспеченности неорганическим фосфором (Pi), важным 
биогенным элементом, на рост и физиологические параметры одноклеточных водорослей 
важны для определения динамики численности и продуктивности фитопланктона в при-
родных экосистемах и промышленных системах с целью культивирования этих организ-
мов. Затруднения при проведении таких исследований связаны со сложной кинетикой 
поглощения Pi клетками и способностью микроводорослей к внутриклеточному запаса-
нию фосфора. В этой связи необходимы эффективные способы экспресс-мониторинга 
состояния культур микроводорослей. Данным критериям отвечают методы, основанные 
на регистрации оптических свойств клеток, таких как поглощение и рассеяние света 
культурами и флуоресценции содержащегося в клетках хлорофилла. В настоящей статье 
описаны результаты мониторинга культуры зеленой микроводоросли Chlorella vulgaris 
IPPAS C-1, культивируемой в среде, не содержащей фосфора. Установлено, что и опти-
ческие (поглощение света в полосах фотосинтетических пигментов – хлорофиллов и ка-
ротиноидов), и люминесцентные (переменная флуоресценция хлорофилла) параметры 
отражают состояние культуры. При регистрации оптических свойств необходима кор-
рекция вклада светорассеяния в общее ослабление света суспензиями клеток микрово-
дорослей, при этом сам по себе уровень светорассеяния является точной мерой общего 
количества взвешенных частиц в суспензии. Однако мониторинг культур, содержащих 
значительное количество светорассеивающих частиц без фотосинтетических пигментов 
(таких как гетеротрофные бактерии) затруднен. Для подобных культур оптимальным яв-
ляется использование переменной флуоресценции – например, параметра Fv/Fm, отра-
жающего максимальную фотохимическую эффективность фотосистемы II.

Ключевые слова: микроводоросли, светорассеяние, фосфорное голодание, флуоресценция 
хлорофилла, фотобиореактор, Chlorella vulgaris

Фосфор – ключевой биогенный элемент, кри-
тически важный для хранения и передачи энергии 
и информации в живой клетке, в том числе в клетке 
одноклеточных водорослей (микроводорослей) [1]. 
Для большинства водных экосистем характерны 
олиготрофные условия; именно обеспеченность 
фосфором во многих случаях определяет динамику 
численности и продуктивности фитопланктона. Не-
контролируемый сброс обогащенных фосфором 
сточных вод вызывает вспышки численности («цве-
тение») микроводорослей, в том числе токсичных, 
и эвтрофикацию в природных водоемах. С другой 
стороны, культивирование микроводорослей счи-
тается перспективным способом биологической 
очистки сточных вод, обеспечивающим устойчивое 
использование невозобновляемых ресурсов фос-
фора [2, 3]. 

В этой связи крайне важно понимание связи 

между обеспеченностью фосфором, кинетикой 

роста (деления) и функциональным состоянием 

клеток микроводорослей. Однако исследование 

этих зависимостей у микроводорослей затруднено 

сложной кинетикой поглощения фосфора из среды, 

а также обилием и многообразием внутриклеточных 

ресурсов фосфора у этих организмов [4]. Методы 

аналитического определения содержания фосфора 

в средах и биологических объектах сложны и тре-

буют много времени, а зачастую и дорогостоящего 

оборудования. Необходимы экспресс-методы для 

наблюдения за состоянием культур и надежной 

регистрации стрессовых состояний, вызванных де-

фицитом фосфора, а также изменений, вызванных 

возобновлением фосфорного питания.
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Вышеизложенным критериям отвечают методы, 
основанные на регистрации оптических свойств 
клеток, таких как поглощение и рассеяние света 
культурами, а также флуоресценции содержащегося 
в клетках хлорофилла. В настоящее время это ме-
тоды широко применяются для оценки состояния 
микроводорослей и его изменений под влиянием 
дефицита либо избытка азота в природных водоемах 
[5, 6] и искусственных культивационных системах 
(фотобиореакторах) [7–10]. Однако публикаций, 
посвященных оптическому мониторингу измене-
ний при фосфорном голодании и выходе из него, 
среди доступных нам источников не оказалось. Одна 
из ключевых трудностей при использовании опти-
ческих методов мониторинга культур связана с вы-
бором подходящих спектральных индексов и (или) 
флуоресцентных параметров. В настоящей статье 
описаны результаты использования оптических ме-
тодов для мониторинга фосфорного голодания зе-
леной микроводоросли Chlorella vulgaris IPPAS C-1. 

Материалы и методы

Штамм Chlorella vulgaris IPPAS C–1 получен 
из коллекции IPPAS (Институт физиологии расте-
ний имени К.А. Тимирязева РАН). Клетки культи-
вировали на полной BG-11 [11] либо лишенной 
фосфора (BG-11/–P) среде в кольцевом фотобио-
реакторе собственной конструкции (толщина слоя 
суспензии – 2 см, объем – 2 л) при температуре 
28°C, интенсивность света – 130 мкмоль квантов 
ФАР · м–2 · с–1 и продувании атмосферным возду-
хом. Культивирование вели при постоянном pH 
7,0–7,5, который поддерживали прямым введением 
в культуру CO2 через магнитный клапан, управляе-
мый pH-контроллером собственной конструкции.

Предкультуру C. vulgaris выращивали в 300 мл 
полной среды BG-11 в колбах Эрленмейера (500 
мл) в шейкере-инкубаторе INNOVA 44R (New 
Brunswick, США) при 28°С, 70 мкмоль квантов 
ФАР · м–2 · с–1, 120 об./мин. Перед культивирова-
нием в фотобиореакторе клетки собирали центри-
фугированием (5 мин при 3000 g), отмывали средой 
BG-11/–P и ресуспендировали в 2 л той же среды 
(начальная оптическая плотность при 678 нм – 0,5). 
При культивировании поддерживали оптическую 
плотность (далее по тексту – OD, optical density) 
при 678 нм, OD678, ниже 0,5 единиц, ежесуточно 
разбавляя культуру средой BG-11/–P. Моментом 
наступления фосфорного голодания считали момент 
прекращения деления клеток. Для возобновления 
роста культуры в течение суток с этого момента 
добавляли Pi в виде KH2PO4 (конечная концентра-
ция – 180 мкмоль/л).

Число и размерное распределение клеток в об-
разцах суспензии определяли с помочью анализа-
тора частиц Multisizer 3 (Beckman-Coulter, США). 
Визуально состояние культуры контролировали под 
оптическим микроскопом DM2500 (Leica, Герма-
ния). Содержание неорганического фосфата (Pi) 

в среде и общего фосфора в клетках определяли 
с использованием хромогенной реакции с молиб-
деновым синим [12]. Содержание нитратного азота 
в среде определяли методом ионообменной высо-
коэффективной жидкостной хроматографии с по-
мощью хроматографа ICS 1600 (Thermo Scientific, 
США). Регистрацию кривых индукции флуорес-
ценции хлорофилла и спектров оптического погло-
щения суспензии осуществляли с помощью проточ-
ных детекторов собственной конструкции согласно 
ранее описанному протоколу [13, 14].

Измеренные спектры поглощения корректи-
ровали на светорассеяние следующим образом 
[13, 15]: снимали спектры D(λ) при стандартном 
расположении кюветы вблизи входного окна ин-
тегрирующей сферы спектрофотометра и на рас-
стоянии 1 см от нее, что соответствовало углам 
сбора света γ0 и γI. Спектры поглощения, компен-
сированные на рассеяние, рассчитывали как 

Ã(λ) = D(λ; γI) – [DγI
NIR/(DγI

NIR – Dγ0 
NIR)] ×

× [D(λ; γI) – D(λ; γ0)] ,

где Ã(λ) – спектр, компенсированный на свето-
рассеяние; D(λ; γ0) – спектр, записанный при стан-
дартном расположении кюветы; D(λ; γI) – спектр, 
записанный при уд аленном расположении кюветы; 
DγI

NIR, Dγ0
NIR – оптическая плотность в ближней 

инфракрасной области (760–800 нм), в которой 
пигменты не обладают заметным поглощением. 

Кривые индукции флуоресценции хлорофилла 
записывали на флуориметре Mega-25, разработан-
ном на кафедре биофизики биологического факуль-
тета МГУ [5]. Для возбуждения флуоресценции 
использован синий светодиод (450 нм, 7500 мкмоль 
квантов · м–2 · с–1). Флуоресценция детектируется 
в области 670–800 нм. Продолжительность записи 
кривой индукции 1 с. На основе зарегистрирован-
ных кривых индукции флуоресценции хлорофилла 
рассчитывали отражающий максимальную кван-
товую эффективность фотохимических реакций 
в фотосистеме II параметр Fv/Fm:

Fv/Fm = (Fm – Fo)/Fm,

где Fm – максимальная, а Fo – минимальная ин-
тенсивность флуоресценции хлорофилла [6, 7].

Культивационные эксперименты проводили 
в трех последовательных независимых повторно-
стях (циклах), результаты которых представлены 
на рисунках. Для расчета коэффициентов корре-
ляции в программе Origin 8.0 (Microcal, США) ре-
зультаты, полученные во всех циклах, объединяли 
(n = 37; коэффициенты корреляции достоверны 
на уровне значимости 0,01).

Результаты и обсуждение

В настоящей работе регистрировали значитель-
ное количество данных о культуре, включая спектры 
поглощения в диапазоне 400–800 нм и кривые ин-
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дукции флуоресценции хлорофилла с временным 
разрешением 1 мкс. В итоге для исследования были 
отобраны значения поглощения в области длин-
новолнового максимума поглощения хлорофилла 
(678 нм) и в полосе совместного поглощения хлоро-
филлов и каротиноидов в синей области (490 нм). 
Оптическую плотность в этих полосах анализиро-
вали как по отдельности, так и в виде отношения 
OD490/OD678 (рис. 1). Данное отношение является 
чувствительным индикатором величины стресса 
у микроводорослей, в том числе стресса, вызван-
ного дефицитом биогенных элементов [10, 14]. 
Кроме того, использовали значения оптической 
плотности в ближней ИК-области (800 нм), сво-
бодные от влияния поглощения света пигментами, 
но несущие информацию о числе, размерах и форме 
клеток и иных частиц в образцах суспензии [13]. 
На основании кривых индукции флуоресценции 
хлорофилла рассчитывали показатель Fv/Fm, ши-
роко применяемый для диагностики физиологи-
ческого состояния микроводорослей [7–10].

Условия культивационных экспериментов были 
подобраны так, чтобы создать в культуре микрово-
дорослей дефицит фосфора, но исключить дефицит 
других элементов минерального питания и дефицит 
световой энергии. Существенно, что в первые не-
сколько суток после ресуспендирования клеток 
С. vulgaris в бесфосфорной среде рост культуры 
продолжался и культуру требовалось разбавлять во 
избежание лимитирования роста клеток недостат-
ком световой энергии (рис. 1). По всей видимости, 
задержка фенотипического проявления дефицита 
фосфора совпадает с периодом расходования внут-

риклеточных резервов фосфора [16]. Лишь через 
48–72 ч наблюдали замедление, а затем остановку 
деления клеток. Через 2–4 ч после добавления 
в среду Pi (конечная концентрация – 180 мкмоль/л) 
деление клеток возобновлялось. Следует отметить, 
что добавленный Pi уже через 2 ч был полностью 
поглощен клетками микроводорослей (данные не 
приводятся). Типичный эксперимент включал три 
последовательных цикла добавления–поглощения 
Pi (рис. 1).

Эти процессы сопровождались направленными 
изменениями оптических свойств суспензии, от-
ражающими как увеличение числа клеток, так и 
накопление фотосинтетических пигментов в куль-
туре (рис. 1А). При этом кинетика изменений отно-
шения OD490/OD678 в каждом цикле эксперимента 
была двухфазной: при действии дефицита фосфора 
оно увеличивалось, достигая максимума в момент 
остановки деления клеток, а после добавления Pi – 
снижалось (рис. 1Б). Судя по параллельно регистри-
руемым изменениям OD678, отражающим динамику 
содержания хлорофилла, и по ранее опубликован-
ным данным [10, 14], такие изменения OD490/OD678 
свидетельствуют о редукции фотосинтетического 
аппарата (снижении содержания хлорофилла) при 
акклимации к дефициту фосфора на фоне действия 
света высокой интенсивности (130 мкмоль · м–2 · с–1 
ФАР). Тенденция изменений показателя Fv/Fm, 
основанного на флуоресценции хлорофилла, была 
противоположной (рис. 1А, Б, правая шкала): 
стресс, вызванный дефицитом фосфора, приводил 
к снижению эффективности фотохимических ре-
акций и, как следствие, к падению переменной 

Рис. 1. Динамика оптической плотности (OD) и переменной флуоресценции хлорофилла (Fv/Fm) в культурах микроводоросли 
Chlorella vulgaris IPPAS C-1 при дефиците Pi (см. Материалы и методы). А – динамика оптической плотности в полосе длинно-
волнового максимума поглощения хлорофилла (678 нм) и в ближней ИК-области (800 нм), Б – динамика отношения 
OD490/OD678. На панелях А и Б по правой шкале отображается переменная флуоресценция хлорофилла. Пунктирные стрелки – 

моменты добавления Pi (конечная концентрация – 180 мкмоль/л) в среду культивирования

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2018. Т. 73. № 3



149

флуоресценции хлорофилла. Вероятной причиной 
этого процесса является индукция нефотохимиче-
ского тушения – распространенного ответа ми-
кроводорослей на действие стрессоров различной 
природы [17, 18]. 

Следует отметить, что эффективность оптического 
показателя интенсивности стресса (OD490/OD678) 
из-за дефицита фосфора зависела от наличия в су-
спензии частиц, рассеивающих свет, но не содержа-
щих фотосинтетические пигменты, следовательно, 
и от коррекции вклада светорассеяния (рис. 2; см. 
также другие работы [13, 14]). Результаты анализа 
распределения частиц в образцах суспензий, взя-
тых на разных этапах эксперимента, показали, что 
в наших экспериментальных условиях культуры 
в логарифмической фазе роста (кривая 1 на рис. 2А) 
содержат преимущественно к летки микроводо-
росли (диаметр около 4 мкм) и фракцию мелких 
частиц (<1 мкм), представленную, вероятно, об-
ломками клеток, гетеротрофными бактериями и 
иными частицами. На ранней и, в особенности, на 
поздней стационарной стадии роста (кривые 2 и 3 
на рис. 2А) доля мелких частиц возрастала, появ-
лялись частицы размером около 2 мкм (клетки 
бактерий). При этом численность клеток микро-
водорослей в культурах, испытывающих сильный 
дефицит фосфора (кривая 3 на рис. 2А), значи-
тельно снижалась. Накопление светорассеивающих 
частиц значительно увеличивало мутность суспен-
зии (OD800 на рис. 1А). Это снижало силу корреля-
ции между оптическим (OD490/OD678) и люминес-
центным (Fv/Fm) параметрами, отражающими 
состояние культуры (до r2 = 0,70; рис. 2Б). При 
расчете показателя OD490/OD678 с использованием 

значений оптической плотности, скорректирован-
ных на вклад светорассеяния [13], сила корреля-
ции увеличивалась (r2 = 0,84; рис. 2Б). 

Соответственно, для регистрации физиологиче-
ского состояния культуры при стрессе, вызванном 
фосфорным голоданием, возможно использование 
обоих показателей. Однако для получения кор-
ректных результатов с применением OD490/OD678 
необходима компенсация вклада светорассеяния 
в общее ослабление света образцом суспензии. 
Важно отметить, что даже использование спектро-
фотометра с интегрирующей сферой не полностью 
решает эту проблему. Один из способов компенса-
ции вклада светорассеяния требует измерения двух 
спектров поглощения с размещением кюветы с об-
разцом на двух разных расстояниях от детектора 
[13]. Практическая реализация этого подхода в ав-
томатизированной системе потребует использова-
ния двухканального проточного спектрометра, что 
дорого и не во всех случаях практично. Возможно, 
метод записи спектров с опаловым стеклом [19] 
окажется более подходящим для автоматизирован-
ных измерений спектров поглощения, скорректи-
рованных на помехи из-за потерь света, связанных 
со светорассеянием.

Наряду с оценкой степени фосфорного голо-
дания, для комплексной регистрации состояния 
культуры необходима, как минимум, информация 
о динамике накопления биомассы (приросте числа 
клеток либо накоплении хлорофилла культурой). 
Подсчет клеток вручную отнимает много времени 
и не дает надежных результатов, проточные счет-
чики клеток сложны в обслуживании и дороги. 
Оптимальным для использования в автоматизиро-

Рис. 2. Влияние помех от светорассеяния на связь между оптическими и люминесцентными параметрами, отражающими физи-
ологическое состояние клеток микроводоросли Chlorella vulgaris. А – распределение частиц по размеру в логарифмической фазе 
роста (1), а также в ранней (2) и поздней (3) стационарной фазе, вызванной дефицитом Pi. Размерные интервалы: I – обломки 
клеток, II – бактериальные клетки, III – клетки C. vulgaris, IV – клеточные агрегаты. Б – влияние коррекции помех от светорас-
сеяния на связь между оптическими (OD490/OD678) и люминесцентными (Fv/Fm) параметрами, отражающими интенсивность 

стресса, вызванного дефицитом Pi
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ванных системах культивирования микроводорос-
лей представляется регистрация динамики числа 
клеток по косвенным показателям (изменения оп-
тической плотности). При этом могут быть исполь-
зованы спектральные полосы поглощения фото-
синтетических пигментов как в видимой области, 

так и за ее пределами (в ближней ИК-области) – 
для регистрации мутности суспензии, связанной 
с числом светорассеивающих частиц (клеток). В на-
ших экспериментальных условиях оптическая плот-
ность при 490 и 678 нм сильно коррелировала с чис-
лом клеток, равно как и экстинкция при 800 нм, 
при этом зависимость между указанными парамет-
рами и числом клеток была близка к линейной 
(рис. 3). Существенно также, что эта корреляция 
сохранялась в весьма широком диапазоне плотно-
сти культуры, оптическая плотность при этом 
оставалась в пределах 0,2–2,0, что обеспечивало 
высокую фотометрическую точность метода.

Таким образом, регистрация оптических и лю-
минесцентных параметров является удобным и на-
дежным показателем физиологического состояния 
культуры микроводорослей при варьирующей обе-
спеченности фосфором. При этом мониторинг по 
поглощению света необходимо вести с поправкой 
на вклад светорассеяния в общее ослабление света 
образцом суспензии клеток микроводоросли. Силу 
стресса, вызванного дефицитом фосфора, адекватно 
отражают показатели OD490/OD678 и Fv/Fm, свя-
занные с функциональным состоянием фотосин-
тетического аппарата. Люминесцентный параметр 
Fv/Fm является более чувствительным и, в наших 
экспериментальных условиях, менее подвержен 
помехам от светорассеяния.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства образования и науки России (со-
глашение № 14.616.21.0080).

Рис. 3. Зависимость оптической плотности (OD) в полосах, 
использованных в данной работе, от плотности культуры. 
Во всех случаях вводилась поправка на вклад светорассеяния; 

r2 >0,93, n = 9
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POSSIBILITIES OF OPTICAL MONITORING OF PHOSPHORUS STARVATION IN 
SUSPENSIONS OF THE MICROALGA CHLORELLA VULGARIS IPPAS C-1 

(CHLOROPHYCEAE)

A.G. Kuznetsov1, S.I. Pogosyan1, I.V. Konyukhov1, S.G. Vasilieva2, A.A. Lukyanov2, 
V.S. Zotov3, L. Nedbal4, A.E. Solovchenko2,5,*

1Departments of Biophysics and 2Departments of Bioengineering, Faculty of Biology, Lomonosov 
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Studies of the impact of inorganic phosphorus (Pi), an important nutrient, on the growth and 
physiological parameters of single-celled algae are important for investigations of the dynamics 
of phytoplankton abundance and productivity in natural ecosystems as well as in industrial sys-
tems for the cultivation of microalgae. Difficulties in carrying out such studies are associated 
with the complex kinetics of Pi uptake by and the ability of microalgae to store phosphorus in 
their cells. This situation necessitates the efficient methods for express monitoring of microalgal 
cultures such as the methods based on the registration of optical properties of cells, such as ab-
sorption and scattering of light and fluorescence of chlorophyll contained in the cells. Here, we 
describe the results of monitoring the cultures of a chlorophyte Chlorella vulgaris IPPAS C-1, 
starving for phosphorus. It was found that both optical (light absorption in the bands of the key 
pigments–chlorophylls and carotenoids) and luminescent (variable fluorescence of chlorophyll) 
parameters reflect closely the culture condition. The correction for the contribution of light scat-
tering to the overall extinction of light by microalgal cell suspensions turned to be necessary. At 
the same time, the light scattering signal is an accurate measure of the total number of suspended 
particles in the suspension. However, it is difficult to monitor via optical absorption the samples 
with abundant light-scattering particles lacking the photosynthetic pigments (such as heterotro-
phic bacteria). For such cultures, the using of variable fluorescence-based parameter Fv/Fm re-
flecting the maximum photochemical efficiency of the photosystem II is advisable.

Keywords: microalgae, light scattering, phosphorus starvation, chlorophyll fluorescence, photo-
bioreactor, Chlorella vulgaris
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