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Изучено влияние наночастиц восстановленного 
железа и его оксида Fe2O3, добавленных в пита-
тельную среду Тамия, на скорость роста Chlorella 
vulgaris ИФР №С-111. В диапазоне концентраций 
добавок 0-0,1 г/л оксид ингибировал рост микро-
водоросли уже при содержании его в среде 
6,25*10-3 г/л. С увеличением же концентрации вос-
становленного железа в первые сутки во всем диа-
пазоне наблюдали рост концентрации клеток мик-
роводоросли. При максимальной концентрации 
железа 0,1 г/л плотность хлореллы превышала кон-
троль на 70 %, а через 48 часов на 150 %. Микро-
скопия не показала морфологических изменений 
клеток хлореллы. Ускорение размножения клеток 
микроводоросли стало результатом интенсифика-
ция фотосинтетических процессов, на что указыва-
ет характер параметров замедленной флуоресцен-
ции (ЗФ) хлорофилла и формы индукционных кри-
вых. Максимальный уровень ЗФ во всех опытных 
образцах после 24-х часов культивирования значи-
тельно превышал контрольный, а фотосинтетиче-
ская активность возрастала с увеличением концен-
трации наночастиц. После 48 часов максимальной 
активность была  при концентрации наножелеза 
0,0125 мг/л, затем уменьшалась. Это показывает, 
что при интенсивном росте хлореллы быстрее ис-
черпывался потенциал питательной среды, что 
приводило к снижению фотосинтетических про-
цессов 

The influence of reduced iron nanoparticles and its 
oxide Fe2O3 on the growth rate of Chlorella vulgaris 
IFR # S-111 added to the Tamiya nutrient medium is 
studied. In the range of concentration of additives 0-
0,1 g/l (gram per litre) an oxide inhibited the growth 
of microalga already when its content in the envi-
ronment 6,25*10-3 g/l. With the increase of reduced 
iron concentration in the first twenty-four hours in 
the whole range the growth of the cell concentration 
of microalga was observed. With a maximum iron 
concentration of  0,1 g/l the density of a chlorella 
exceeded the control for 70%, and in 48 hours for 
150%. The microscopy hasn't shown morphological 
changes of a chlorella cells with addition of the na-
noparticles to nutrient medium. Accelerated repro-
duction of the microalga cells became the result of 
the intensification of the photosynthetic processes, as 
indicated by the nature of the parameters of delayed 
fluorescence (DF) of chlorophyll and shapes of the 
induction curves. The maximum level of DF in all 
experimental samples after 24 hours of cultivation 
was significantly higher than the control, and photo-
synthetic activity increased with increasing concen-
tration of nanoparticles. In 48 hours the maximum 
activity was observed at concentration of nano iron 
0,0125 mg/l, then decreased. It shows that with an 
intensive growth of a chlorella the potential of nutri-
ent medium was quicker exhausted that led to de-
crease in intensity of photosynthetic processes 
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Введение 

Интенсивное развитие в современном мире нанотехнологий, бази-

рующихся на использовании структуры веществ, обладающих полезными 

функциями и имеющими размеры в пределах ста нанометров, является ха-

рактерной чертой ХХI столетия. Высокая химическая и биологическая ак-

тивность, способностью проникать через биологические барьеры опреде-

ляют уникальность наноматериалов. Исследование их свойств и механиз-

мов действия дает возможность широкого применения в сельском хозяй-

стве и медицине. Одним из перспективных направлений в сельскохозяй-

ственном производстве является использование наноматериалов для полу-

чения нетрадиционных кормовых добавок (4; 5). 

К живым кормовым добавкам из класса протококковых относится 

микроскопическая одноклеточная зеленая водоросль хлорелла (Chlorella 

vulgaris). Она богата ценными питательными веществами, среди которых в 

легкоусваиваемом виде незаменимые аминокислоты, жиры, витамины, 

макро- и микроэлементы. Кроме того она стимулирует иммунитет и обла-

дает антибактериальными свойствами. Последнее свойство определяется 

природным антибиотиком хлореллином, синтезируемым хлореллой и ак-

тивным как против грамположительных, так и грамотрицательных микро-

организмов. 

В настоящее время сельскохозяйственному производству требуются 

кормовые добавки, которые обогащают рационы и придают им новые 

свойства (7; 8; 10; 13; 15; 16). Это делает актуальным поиск новых техно-

логических решений ускоренного наращивания биомассы хлореллы, по-

вышения ее ценности и продуктивности (9). Доля энергетических процес-

сов фотосинтеза является определяющей в ускорении ростовых процессов 

у растений и водорослей, так как интенсвность фотосинтетических процес-

сов определяет урожайность культуры.  
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Важная роль в биосинтезе основного компонента хлоропластов рас-

тений и водорослей хлорофилла принадлежит железу. Железо также вхо-

дит в состав ферментов фотосинтетической электрон-транспортной цепи – 

цитохромов, ферредоксина, железосерных центров. Достаток железа в 

клетках способствует интенсификации синтеза железосодержащих фер-

ментов, стимулируя фотосинтетическую активность хлореллы. Это поло-

жение стало нашей рабочей гипотезой и обоснованием для использования 

в питательной среде для культивирования хлореллы наночастиц железа. 

 

Методики исследований 

Объектом исследования стала Chlorella vulgaris ИФР №С-111, выра-

щиваемая на питательной среде Тамия, содержащей различные концентра-

ции наночастиц железа нулевой валентности, полученное методом водород-

ного восстановления при температуре 350 … 420 ºС со средним размером ча-

стиц 80 нм (1), или его оксида Fe2O3. Нанодисперсный порошок оксида желе-

за имел размеры 30…80 нм и был получен с помощью плазменного метода (6).  

Культивирование хлореллы проводили в культиваторе КВМ-05 в тече-

ние 24 и 48 часов,  в питательную среду добавляли наночастицы согласно ме-

тодике (2). Микроскопию хлореллы проводили в камере Горяева в проходя-

щем свете и методом люминесцентной микроскопии на микроскопе фирмы 

«Carl ZEISS» модель AXIO Imager A1. 

Оценку концентрации клеток хлореллы и наночастиц железа во всех 

экспериментах проводили путем измерения оптической плотности ее сус-

пензии в пенициллиновых флаконах измерителем ИПС-03, длина волны 

измеряющего света 560 нм. При необходимости перевод значений оптиче-

ской плотности суспензии хлореллы в концентрацию, выражаемую в коли-

честве клеток в одном кубическом сантиметре, проводился согласно фор-
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муле: N = kD где N – количество клеток, k – коэффициент пропорциональ-

ности (полученный нами равен 1134000), D – оптическая плотность.  

Физиологическое состояние водоросли и ее фотосинтетическую ак-

тивность оценивали по параметрам замедленной флуоресценции хлоро-

филла Фо (интенсивность быстрой флуоресценции), Фм (максимальная 

интенсивность ЗФ) и В/Н на флуориметре «Фотон-10» в 9-ти повторах. 

Отношение В/Н отражает интенсивность фотосинтетических процессов, 

протекающих одновременно на световой и темновой стадиях – чем выше 

значение В/Н, тем активнее протекает фотосинтез. 

Объемное культивирование хлореллы проводили в 100 л стеклянном 

культиваторе в режиме постоянного освещения. 

 

Результаты и обсуждение 

Интенсивность фотосинтеза в хлорелле определяет урожайность 

культуры. В ее фотосинтетические электрон-транспортные цепи входят 

ферменты, содержащие железо: цитохромы, ферредоксин, железосерные 

центры. Для их синтеза необходимо наличие достаточного количества этого 

элемента в цитоплазме. 

Скорость транспорта ионов Fe3+ в клетку хлореллы определяют си-

дерофоры - низкомолекулярные вещества, связывающие ионы и перено-

сящие их через мембрану (14). Активация транспорта внутрь клетки же-

леза может интенсифицировать синтез железосодержащих ферментов и в 

связи с этим фотосинтетическую активность хлореллы (12). Таким аль-

тернативным путем транспорта железа внутрь клетки может быть пере-

нос его через мембрану в его форме наночастиц. Низкая токсичность ме-

таллов в ультрадисперсной форме, пролонгированность действия на био-

системы являются предпосылками для использования их в качестве био-

стимуляторов роста хлореллы (3; 11). 
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В связи с этим нами было исследовано влияние наночастиц железа 

двух форм: нулевой валентности и его оксида на скорость роста хлореллы. 

Для проведения опыта был использован культиватор КВМ-05 и гостиро-

ванная методика определения токсичности вод. Оптическую плотность 

клеток и наночастиц определяли на измерителе оптической плотности 

ИПС-03, фотосинтетическую – активность измерением параметров замед-

ленной флуоресценции (флуориметр «Фотон 10»). 

Нанопорошок нейтрального железа был получен водородным восста-

новлением твердых гидроксидов железа в атмосфере восстановительного 

газа при температуре 350–420 ºС (1). Посредством электронного микроско-

па с полевой эмиссией JSM 7500F были получены фотографии нанопорошка 

железа, средний размер которых составил 80 нм. Нанодисперсный порошок 

оксида железа имел размер частиц 30–80 нм (6). Оба порошка имели чер-

ный цвет, без запаха. 

Так как и суспензии наночастиц были черными, при их добавлении в 

культуральную среду хлореллы увеличивалась общая оптическая плот-

ность, что естественно должно было мешать определению концентрации 

клеток использованным нами оптическим методом. Для надежного опре-

деления концентрации хлореллы была выбрана максимальная концентра-

ция наножелеза, равная по оптической плотности поглощению света самой 

хлореллой в момент начала эксперимента (0,01 ое). Она для обоих образ-

цов составила 0,1 г/л, далее ее уменьшали последовательным разведением 

в 2 раза до величины 0,00625 г/л. 

Так как наночастицы в водных растворах способны к химическим 

превращениям, а их оптические характеристики в водной суспензии могли 

изменяться в процессе культивирования хлореллы, то возникла необходи-

мость корректировки изменения в оптической плотности суспензии хло-

реллы, вызванные наночастицами. Для этого провели эксперимент, в кото-

ром во флакончиках культиватора в течение 24 часов были только суспен-
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зии наночастиц. Результаты проведенных исследований для максимальной 

концентрации наножелеза представлены в таблице 1. 

 

Таблица 1 – Оптические плотности наночастиц железа в начале и через 24 часа культи-
вирования 

Время культивирования Восстановленное железо, ое Оксид железа Fe2O3, ое 
0 часов 0,090±0,002 0,094±0,003 
24 часа 0,004±0,0002 0,021±0,001 

 

Суспензии, содержавшие наночастицы восстановленного железа, через 

24 часа становились прозрачными, и их оптическая плотность даже при 

максимальной стартовой концентрации была близка к нулю. При культи-

вировании наночастиц оксида железа в тех же условиях через 24 часа оп-

тическая плотность составила 0,021 ое., что только в 2 раза меньше старто-

вой. По-видимому, эта форма, по сравнению с восстановленным железом, 

была более устойчивой к условиям окружающей среды. Таким образом, 

при добавлении к среде при культивировании микроводоросли восстанов-

ленного железа получаемая оптическая плотность через сутки будет отра-

жать только концентрацию клеток хлореллы. 

Динамика изменения оптической плотности суспензии хлореллы при 

культивировании в среде с добавлением наночастиц оксида железа пред-

ставлена на рисунке 1. 

Добавление наночастиц оксида железа даже в минимальной концен-

трации 0,0625 г/л привело к снижению оптической плотности суспензии по 

отношению к контролю на 23,5 %. Увеличение концентрации наножелеза в 

культуральной среде также приводило к снижению количества клеток хло-

реллы. При максимальной концентрации наножелеза (0,1 г/л) концентра-

ция суспензии была в 2 раза снижена по отношению к контролю. Таким 

образом, при всех концентрациях наночастиц оксида железа происходит ин-

гибирование размножения одноклеточной водоросли хлореллы.  
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Рисунок 1 – Зависимость оптической плотности суспензии хлореллы от концентрации 

наночастиц оксида железа через 24 часа культивирования  
 

При культивировании суспензии хлореллы в течение 24 часов во всех 

использованных концентрациях наночастиц восстановленного железа плот-

ность суспензии хлореллы возрастала даже при минимальном содержании 

добавки (рисунок 2). 

Рисунок 2 – Зависимость оптической плотности суспензии хлореллы от концентрации 
наночастиц восстановленного железа через 24 часа культивирования  

 
 

Зависимость носила монотонный характер и при максимальной кон-

центрации железа 0,1 г/л плотность хлореллы превышала контроль на 

70 %. Следует отметить, что вариации в содержании хлореллы были ниже 

при низких концентрациях железа. 
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Таким образом, через 24 часа культивирования отмечалось положи-

тельное влияние наночастиц нейтрального железа на рост хлореллы, по-

этому эксперимент был продолжен еще на одни сутки. 

Через 48 часов концентрация микроводоросли в опытных образцах 

при минимальном содержании наночастиц нейтрального железа в два раза 

превышала контроль, и уже при концентрации 0,0125 г/л начинала выхо-

дить на стационарный уровень (рисунок 3). При содержании наночастиц 

0,1 г/л плотность выросшей хлореллы была выше контроля в 2,5 раза. 

Погрешности (представлены на рисунке), были значительно ниже, 

чем при суточном культивировании. При минимальной концентрации на-

ночастиц погрешность составила 10,4 %, затем падала, и при максималь-

ной концентрации была равна всего лишь 0,5 %. Это, по-видимому, связа-

но с выходом скорости роста клеток хлореллы на стационарный уровень. 

 

Рисунок 3 – Зависимость оптической плотности суспензии хлореллы от концентрации 
наночастиц восстановленного железа через 48 часов культивирования 

 
Представленные выше результаты позволили предположить интен-

сификацию фотосинтетических процессов в микроводоросли, в результате 

чего она размножалась быстрее. Доказательством этому стали полученные 

нами параметры ЗФ суспензии хлореллы и ее индукционные кривые. 
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Интенсивность быстрой флуоресценции F0 пропорциональна содер-

жанию хлорофилла в исследуемых образцах. В наших экспериментах кри-

вые зависимости оптических плотностей суспензий и интенсивностей F0 от 

концентрации наночастиц железа были полностью идентичными (резуль-

таты не представлены). Самыми же показательными параметрами являют-

ся отношения интенсивности ЗФ при насыщающем освещении к интен-

сивности при низком освещении В/Н. Величина этого отношения отражает 

интенсивность фотосинтетических процессов, протекающих одновременно 

как на световой, так и на темновой стадиях – чем выше значение В/Н, тем 

лучше физиологическое состояние исследуемого фотосинтезирующего 

объекта, в нашем случае хлореллы (2). Изученная зависимость этого пара-

метра от концентрации наночастиц через 24 часа от начала культивирова-

ния представлена на рисунке 4. 

 

 

Рисунок 4 – Зависимость В/Н суспензии хлореллы от концентрации наночастиц  
восстановленного железа на 24 часа от начала опыта 

 
Как следует из рисунка, значения В/Н возрастали при увеличении 

концентрации добавки и были достаточно высоки для всего диапазона 

концентраций. Даже при минимальном содержании наночастиц соотноше-

ние В/Н превышало контроль на 36 %, а при максимальной их концентра-



Научный журнал КубГАУ, №126(02), 2017 года 

http://ej.kubagro.ru/2017/02/pdf/54.pdf 

10

ции – 127 %. Таким образом, фотосинтез в первые сутки культивирования 

значительно активнее протекал в присутствии наночастиц железа. 

На рисунке 5 представлены результаты по зависимости В/Н от кон-

центрации наножелеза, полученные через 48 часов культивирования. При 

низких концентрациях наночастиц В/Н достаточно велико при высокой по-

грешности в оценке этого соотношения. Дальнейшее увеличение концен-

трации привело к значению параметра близкое к контролю при значитель-

ном уменьшении погрешности. По-видимому снижение величины отноше-

ния В/Н отражает исчерпание ресурсов самих фотосинтезирующих клеток 

в результате обеднения состава питательной среды. 

 

 
Рисунок 5 – Зависимость В/Н суспензии хлореллы от концентрации наночастиц 

восстановленного железа на 48 часов от начала опыта 

 

Дополнительную информацию влияния наночастиц железа на фото-

синтетические процессы дают  индукционные кривые ЗФ суспензии хлорел-

лы. Для времени культивирования 24 и 48 час они представлены на рисун-

ках 6 и 7. 

Все индукционные кривые ЗФ имеют примерно одинаковую форму. 

В момент включения света интенсивность флуоресценции возрастает до 

определенного значения, затем по истечении 1,3 сек возрастает до макси-
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мума, спадающего через 1,8 сек после включения света. Затем интенсивно-

сти ЗФ возрастает и через 5 сек для всех индукционных кривых наблюда-

ется второй максимум. В дальнейшем интенсивность ЗФ снижается до ста-

ционарного значения. Такая зависимость индукционных кривых от време-

ни характерна для всех физиологически активных фотосинтезирующих ли-

стьев растений и суспензий микроводорослей. 

 

Рисунок 6 – Индукционные кривые ЗФ суспензии хлореллы при разных концентраци-
ях наночастиц восстановленного железа (мг/л) после 24 часов от начала опыта 

(стрелкой указан момент включения света) 
 

Во всех опытных образцах максимальный уровень ЗФ после 24-х ча-

сов культивирования значительно превышает контрольный. Даже при ми-

нимальной концентрации наночастиц железа (0,00625 г/л) он, являясь са-

мым низким среди опытных образцов, превышает контроль в 5 раз. При 

максимальном содержании наножелеза отмечаются самые высокие значе-

ния интенсивности, превышающие максимальное значение контроля почти 

в 10 раз. 

Через 48 часов культивирования индукционные кривые ЗФ хлореллы 

у всех опытных образцов так же были выше контроля (рисунок 13), а мак-

симальное значение интенсивности флуоресценции было выше 3000 ое. 

При концентрации наножелеза 0,025 г/л интенсивность ЗФ максимальна – 
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3100 ое. Максимальное же содержание наножелеза привело к уменьшению 

уровня ЗФ до 2600 ое.  

 
Рисунок 7 – Индукционные кривые ЗФ суспензии хлореллы при разных концентраци-
ях наночастиц восстановленного железа (мг/л) после 48 часов от начала опыта 

(стрелкой указан момент включения света) 
 

 

Это еще раз свидетельствует о том, что исчерпание потенциала пита-

тельной среды при интенсивном росте хлореллы приводит к снижению ин-

тенсивности фотосинтетических процессов. 

Для оценки возможного влияния наножелеза на морфологические 

характеристики культуры хлореллы проводили люминесцентную микро-

скопию и микроскопию суспензии в проходящем свете. Как и все хлоро-

филлсодержащие клетки, хлорелла люминесцирует при возбуждении фио-

летовым светом, при этом цвет люминесценции красный. На рисунке 8 

представлены фотографии культуры, выращенной при максимальной кон-

центрации наночастиц восстановленного железа после 48 часового ее 

культивирования. Как следует из рисунка, морфологические характеристи-

ки хлореллы контрольного и опытного образцов идентичны, разница 

наблюдается только в концентрации клеток хлореллы. Аналогичные резуль-

таты получены для всех концентраций наночастиц. 
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Контроль  
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Б 

Концентрация наночастиц железа 0,1 г/л 

Рисунок 8 – Светлопольная (А) и люминесцентная (Б) микроскопия хлореллы 
 

 

Изучая динамику роста клеток на выбранной среде, проводимую в 

процессе культивировании хлореллы в 100 л ферментере, получили типич-

ную логистическую кривую роста популяции микроорганизмов. Стацио-

нарного состояния численность клеток хлореллы достигала на шестые – 

седьмые сутки на обычной питательной среде и на третьи – четвертые сутки 

на питательной среде с добавлением наночастиц восстановленного железа. 

 

Заключение 

Полученные результаты позволяют сделать вывод о том, что нано-

железо является эффективным стимулятором фотосинтетических процес-

сов у микроводорослей, в результате чего скорость роста культуры увели-

чивается почти в два раза. 
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