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СHLAMYDOMONAS REINHARDTII Â ПÐÈСУÒСÒÂÈÈ 

ЭÒÀÍÎËÀ

Цель. Цеëью данной работы быëо изучение вëияния этаноëа на 
скорость фотосинтеза, дыõания и продуктивность микроводоросëи 
Сhlamydomonas reinhardtii. Методы. Концентрацию õëорофиëëа 
опредеëяëи в спиртовыõ экстрактаõ кëеток спектрофотометрическим 
методом. Скорость накопëения биомассы оцениваëи по изменению объема 
упëотненныõ кëеток. Интенсивность фотосинтеза, максимаëьную 
интенсивность дыõания и интенсивность темновоãо дыõания 
опредеëяëи методом инфракрасноãо ãазовоãо анаëиза. Результаты. 
В присутствии этаноëа рост куëьтуры по показатеëю изменения 
объема упëотненныõ кëеток инãибируется, также снижается 
накопëение õëорофиëëа в кëеткаõ куëьтуры и набëюдается ãибеëь 
кëеток и на свету и в темноте. Это сопровождается снижением 
рН среды куëьтивирования с 7,2 до 3,5. Интенсивность темновоãо 
дыõания возрастает вдвое посëе добавëения 50 мÌ этаноëа в 
среду куëьтивирования. Интенсивность фотосинтеза снижается 
в присутствии 50 мÌ этаноëа на 25% по сравнению с контроëем. 
Выводы. Причина торможения роста C. reinhartdii связана с непоëным 
окисëением этаноëа, всëедствие чеãо в кëеткаõ накапëиваëись про-
дукты еãо промежуточноãо обмена и снижается рН среды куëьтиви-
рования на нескоëько единиц.

Кëюч е вые  с ë о ва : Chlamydomonas reinhardtii, фотосинтез, дыõание, 
етаноë.

Зеленая ìикроводоросль Chlamydomonas reinhardtii иìеет важное 
биотехнологи÷еское зна÷ение для ìоделирования ìногих проöессов 
и разработки биотопливных технологий [16]. Ê преиìуществаì 
использования C. reinhardtii как ìодельного организìа относятся нали÷ие 
расшифрованного геноìа [11], протеоìных баз данных, отработанных 
протоколов изу÷ения ìетаболоìа, ÷то позволило раскрыть ìногие 
фундаìентальные аспекты регуляöии ìетаболизìа у фотоавтотрофных 
организìов [9]. C. reinhartdii ìожет расти за с÷ет фотосинтеза на воздухе 
с ÑО2 в ка÷естве единственного исто÷ника углерода, или в гетеротрофных 
условиях в теìноте с использованиеì разли÷ных экзогенных исто÷ников 
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углерода, а также в ìиксотрофных условиях (на свету в присутствии 
экзогенных органи÷ных соединений). Независиìо от типа углеродного 
питания, С. reinhardtii остается зеленой и сохраняет норìально развитые 
хлоропласты [7]. 

При ìиксотрофноì культивировании одноклето÷ных зеленых 
водорослей в присутствии одноатоìного спирта ìетанола, как было 
показано на приìерах Chlorella minutissima, Scenedesmus obliquus 
[15], Botryococcus braunii [12], а также С. reinhardtii [2], достигается 
зна÷ительное стиìулирование их роста. Äругой одноатоìный спирт – 
этанол является эффективныì исто÷никоì углерода для ìикроводоросли 
Euglena gracilis [16]. Этанол экскретируется клеткаìи С. reinhardtii 
в анаэробных условиях [8]. Продукт окисления этанола – аöетат 
ускоряет рост С. reinhardtii на свету и служит исто÷никоì углерода 
и энергии [7] при гетеротрофноì культивировании. В то же вреìя для 
öелого ряда ìикроводорослей установлен токси÷еский эффект этанола, 
вызывающий ингибирование их роста [1,4]. Ñпособность экзогенного 
этанола регулировать продуктивность C. reinhartdii в аэробных условиях 
на свету и в теìноте ранее не исследовалась. 

Öелью нашей работы было изу÷ение влияния экзогенного этанола 
на фотосинтез, дыхание и продуктивность накопительной культуры 
С. reinhartdii.

Ìатериалы и методы исследования
Периоди÷ескую автотрофную культуру С. reinhartdii (IBASU-B – 163) 

выращивали на жидкой среде Êесслера в 0,5 л колбах при переìешивании 
и 24-÷асовоì освещении флуоресöентныìи лаìпаìи с интенсивностью 
светового потока на поверхности колбы 100 ìкìоль фотонов • ì-2 • с-1 
при коìнатной теìпературе [5]. В ка÷естве индикатора интенсивности 
роста культуры использовали общую конöентраöию хлорофилла (Хл) 
в экспоненöиальной фазе роста, поскольку известно, скорость деления 
клеток пряìо пропорöиональна конöентраöии Хл в культуре [6]. 

Êонöентраöию Хл определяли в спиртовых экстрактах клеток как 
описано ранее [19]. Эффекты этанола изу÷али на стадии экспоненöиальной 
фазы роста накопительной культуры. Ñкорость накопления биоìассы 
оöенивали по объеìу уплотненных клеток (ОУÊ) – объеì осадка клеток 
в ìкл /ìл после öентрифугирования определенного объеìа клето÷ной 
суспензии при 1400 g в те÷ение 5 ìин в геìатокритных трубках.

Èнтенсивность фотосинтеза, ìаксиìальную интенсивность дыхания 
и интенсивность теìнового дыхания расс÷итывали по изìенению 
содержания ÑО2 в газовой фазе над конöентрированной суспензией 
ìикроводорослей (30–40 ìг Хл/л) в терìостатированной стеклянной 
я÷ейке ìетодоì инфракрасного газового анализа (ÈÊГÀ) с использованиеì 
S151 CО2 анализатора Qbit system (Êанада). Ìаксиìальная интенсивность 
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дыхания определяется как ìаксиìальная скорость выделения CО2 
после выклю÷ения освещения, со вреìенеì скорость выделения CО2 
стабилизируется и соответствует интенсивности теìнового дыхания [10]. 
Ñкорость газового потока составляла 0,4 л /ìин при конöентраöии CО2 

700 – 800 ìкÌ. Èнтенсивность фотосинтеза определяли при освещении 
я÷ейки белыì светоì с плотностью потока 350 ìкìоль фотонов•ì-2•с-1. 
Òеìновое и ìаксиìальное дыхание ìикроводорослей изìеряли при низкоì 
содержании CO2 в газовоì объеìе после выклю÷ения света. Воздух 
перед пода÷ей в анализатор пропускали ÷ерез колонку с аскаритоì для 
удаления CO2.

Êаждый экспериìент повторялся не ìенше трех раз (n), средние 
зна÷ения (M) и стандартное отклонение (m) расс÷итывали для каждой 
обработки. Äля статисти÷еской обработки данных использовали пакет 
програìì Microsoft Excel 2010. Зна÷иìую разниöу ìежду выборкаìи 
оöенивали с поìощью t-теста, статисти÷ески зна÷иìыìи с÷итали 
изìенения с Ð <0,05.

Ðезультаты и их обсуждение
Ðанее наìи было показано, ÷то ìетиловый спирт в конöентраöии 

20–100 ìÌ зна÷ительно стиìулирует рост, дыхание и продуктивность 
С. reinhardtii [2]. В настоящей работе исследовалось влияние разли÷ных 
конöентраöий этанола на рост культуры С. reinhardtii (рис. 1). 

Ðис. 1. Îбъем уплотненных клеток в автотрофной культуре C. reinhardtii на 3-ий 
день после добавления различных количеств этанола (M+m, n=3)

Fіg. 1. Packed cell volume іn autotrophіc culture of C. reinhardtii on the thіrd day 
after applіcatіon of dіfferent amounts of ethanol (M+m, n=3)
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Прирост биоìассы С. reinhardtii, определенный по скорости изìене-
ния объеìа уплотнённых клеток (ОУÊ) в присутствии 10 ìкÌ, 100 ìкÌ, 
1 ìÌ, 10 ìÌ этанола, снижался (рис. 1). В присутствии 100 ìкÌ этанола 
рост культуры ингибировался на 23%, а 1 ìÌ и 10 ìÌ – на 33%. 

В присутствии этанола снижается накопление Хл в клетках культуры. 
и наблюдается гибель клеток и на свету и в теìноте. Ñветовая ìи-
кроскопия показала уìеньшение их подвижности и увели÷ение доли 
фиксированных клеток. Äанные о влиянии этанола на содержание Хл 
в клетках С. reinhardtii на свету и при теìновой инкубаöии приведены 
на рис. 2. 

На 4-ый день после добавления этанола независиìо от конöентраöии, 
рН суспензии снижался до 3,5, ÷то сопровождалось побурениеì культуры. 
Èзìенения рН, вызванные этанолоì, не зависели также и от освещения 
(табл. 1). Постепенное закисление среды происходившее как на свету, 
так и в теìноте, ìожет быть одной их при÷ин снижения конöентраöии 
Хл в клетках, т.к. В слабокислой среде хлорофилл легко теряет атоì 
Mg2+, превращаясь в феофитин [18]. 

Ðис. 2. Содержание общего Õл (мкг /мл) в суспензии С. reinhardtii 
на 4-ый день культивирования

À – на свету, B – в теìноте (M+m, n=3)
Fіg. 2. The content of total Chl (μg /ml) іn C. reinhardtii suspensіon on the fourth 

day of cultіvatіon

A – in the light, B – in the dark. (M+m, n=3)

О÷евидно, снижение рН среды культивирования в присутствии 
этанола вызвано его неполныì окислениеì внутри клеток ìикроводо-
рослей. Окисление этанола происходит в несколько этапов: этанол → 
аöетальдегид → уксусная кислота → CO2.
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Òаблиöа 
Èзменение рÍ среды культивирования C. reinhardtii 

при добавлении этанола. (M+m, n=6)

Table
Changіng pH of growth medіum C. reinhardtii 

wіth ethanol addіtіon. (M+m, n=6)

Âремя, ч
Íа свету Â темноте

Êонтроль
Этанол 20 

мÌ
Этанол 40 

мÌ
Êонтроль

Этанол 20 
мÌ

Этанол 40 
мÌ

1 6,49±0,37 6,5±0,29 6,51±0,41 6,49±0,26 6,5±0,17 6,53±0,31

18 6,35±0,11 6,28±0,31 6,29±0,22 6,42±0,09 6,16±0,24 6,18±0,18

48 6,36±0,18 5,48±0,15 5,51±0,13 6,31±0,17 5,27±0,16 5,28±0,29

96 6,4±0,32 3,6±0,27 3,46±0,29 5,9±0,32 3,6±0,37 3,6±0,33

Продуктоì первого этапа является токси÷ный для клеток аöеталь-
дегид. Ìетаболизì этанола с у÷астиеì алкогольдегидрогеназы про-
исходит в пряìоì и обратноì направлении, и зависит от соотношения 
конöентраöий субстратов – этанола, аöетальдегида и никотинаìидных 
коферìентов. При экзогенноì добавлении 40 ìÌ этанола равновесная 
конöентраöия аöетальдегида ìожет составлять 1 ìÌ [13]. Образование 
зна÷ительных коли÷еств уксусной кислоты, вызывающих снижение рН 
культуральной среды на несколько единиö, доказывает, ÷то в условиях 
наших экспериìентов систеìа ферìентативного окисления аöетальдегида 
в клетках активна. Èзбыток уксусной кислоты экскретируется в 
культуральную среду, когда скорость образования кислоты превышает 
скорость её полной внутриклето÷ной утилизаöии. 

 Èнтенсивность дыхания С. reinhardtii (R) определяли по выделению 
ÑО2 в теìноте. Äанные приведенные на рис. 3, À показывают, ÷то по-
сле шести ÷асов выращивания ìикроводорослей в присутствии 50 ìÌ 
этанола зна÷ение R в накопительной культуре С. reinhardtii увели÷ива-
лось в два раза по сравнению с контролеì. Повышение интенсивности 
дыхания  ìожет быть объяснено активаöией работы öикла Êребса в 
результате утилизаöии дополнительного коли÷ества аöетил-ÊоÀ, обра-
зовавшегося в ходе окисления этанола.

В присутствии 50 ìÌ этанола параìетр Vmax, косвенно характеризующий 
внутриклето÷ный пул пирувата и ìалата [10], увели÷ивается на 29% по 
сравнению с контролеì (рис. 3, В), ÷то позволяет предполагать, ÷то в 
присутствии этанола внутриклето÷ная конöентраöия трикарбоновых 
кислот повышается. При окислении этанола увели÷ивается содержание 
NADH в клетке [7], ÷то также ìожет быть при÷иной повышения 
конöентраöий ìалата или пирувата. 
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    À       B       C

                   

Ðис. 3. Показатели СÎ2 газообмена С. reinhardtii 
(□ – контроль, ■ – в присутствии 50 мÌ этанола) 

Èнтенсивность теìнового дыхания (R). B – ìаксиìальная интенсивность дыхания 
(Vmax). Ñ – интенсивность фотосинтеза (À) (Ì+m,n=5).

Fіg. 3. Indіcators of CO2 gas exchange by C. reinhardtii 
(□ – control, ■ – іn the presence of 50 mM ethanol) 

A – dark respiration rate (R); B – the maximum rate of respiration (Vmax); C – photo-
synthetic rate (A) (Ì+m, n=5).

Èнтенсивность фотосинтеза (À), расс÷итанная по поглощению 
ÑО2 на свету, снижалась в присутствии 50 ìÌ этанола на 25% по 
сравнению с контролеì (рис. 3, Ñ). Èнгибирование фотосинтеза возìожно 
является следствиеì повреждения пигìент-белковых коìплексов 
фотосинтети÷еских ìеìбран из-за накопления аöетальдегида и снижения 
рН. Èзìенение R и Vmax при добавлении этанола в культуральную 
среду С. reinhardtii подобны изìенениеì этих параìетров в ходе 
ìиксотрофного выращивания C. reinhardtii в присутствии аöетата [14]. 
Однако, в отли÷ие от культивирования с этанолоì, аöетат стиìулирует 
рост водорослей. Òакиì образоì, ìожно предположить, ÷то токси÷еские 
действие этанола на С. reinhardtii связано с его неполныì окислениеì 
и накоплениеì проìежуто÷ных продуктов – аöетальдегида и уксусной 
кислоты. Понижение рН, вызванное накоплениеì уксусной кислоты, 
ìожет приводить к денатураöии белковых коìпонентов клетки и 
феофитинизаöии Хл. 

Òакиì образоì, экзогенный этанол в конöентраöии более 10 ìкÌ 
подавляет рост накопительной культуры С. reinhardtii. В присутствии 
этанола интенсивность фотосинтеза C. reinhardtii снижается, а интен-
сивность теìного дыхания зна÷ительно возрастает. Òокси÷еское действие 
этилового спирта на ìетаболизì C. reinhardtii сопровождается снижени-
еì рН среды культивирования в результате накопления проìежуто÷ных 
продуктов его обìена. 
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ФÎÒÎСÈÍÒÅЗ, ÄÈÕÀÍÍß ÒÀ ÐIСÒ ÌIÊÐÎÂÎÄÎÐÎСÒI 
СHLAMYDOMONAS REINHARDTII Â ПÐÈСУÒÍÎСÒI 

ÅÒÀÍÎËУ

Ðеферат

Ìета. Ìетою даної роботи було вив÷ення впливу етанолу на швидкість 
фотосинтезу, дихання і продуктивність Chlamydomonas reinhartdii. 
Ìетоди. Êонöентраöію хлорофілу визна÷али в спиртових екстрактах 
клітин спектрофотоìетри÷ниì ìетодоì. Швидкість накопи÷ення біоìаси 
оöінювали по зìіні об’єìу ущільнених клітин. Iнтенсивність фотосинтезу, 
ìаксиìальну інтенсивність дихання і інтенсивність теìнового дихання 
визна÷али ìетодоì інфра÷ервоного газового аналізу. Ðезультати. За 
присутності етанолу ріст культури в показнику зìіни об’єìу ущільнених 
клітин пригні÷ується, також знижується накопи÷ення хлорофілу в 
клітинах культури і спостерігається загибель клітин і на світлі і в теìряві. 
Öе  супроводжується зниженняì рН середовища культивування від 7,2 
до 3,5. Iнтенсивність теìнового дихання зростає вдві÷і після додавання 
50  ìÌ етанолу до середовища культивування. Iнтенсивність фото-Iнтенсивність фото-
синтезу знижується в присутності 50 ìÌ етанолу на 25% порівняно з 
контролеì. Âисновки. Зроблений висновок, що при÷ина гальìування росту 
C.  reinhartdii пов’язана з неповниì окисленняì етанолу, внаслідок ÷ого 
в клітинах накопи÷уються проìіжні сполуки його обìіну, що супровод-
жується зниженняì рН середовища культивування на кілька одиниöь.

Ê лю÷ о в і  с л о в а : Chlamydomonas reinhardtii, фотосинтез, дихання, 
етанол, ìіксотрофія.
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PHOTOSYNTHESIS, RESPIRATION AND GROWTH RATE 
OF СHLAMYDOMONAS REINHARDTII ON EXOGENIC 

ETHANOL APPLICATION

Summary

Aіm. The aim of the present work was studying the effect of ethanol on 
the rate of photosynthesis, respiration and productivity of Chlamydomonas 
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reinhartdii. Methods. The amount of chlorophyll (Chl) was estimated pho-
tometrically. The rate of biomass accumulation was estimated by changes 
in packed cell volume. The rate of photosynthesis, maximum intensity of 
respiration and dark respiration was determined by infrared gas analysis. 
Results. In the presence of ethanol growth of culture in the terms of packed 
cell volume is inhibited, also the accumulation of Chl in cell culture is 
reduced and cell death is observed both in the light and in the dark. This 
is accompanied by decreasing pH of the culture medium from 7.2 to 3.5. 
The intensity of dark respiration is doubled after the addition of 50 mM 
ethanol to the culture medium. The rate of photosynthesis is reduced in the 
presence of 50 mM ethanol on 25% compared with the control. Conclu-
sіons. There were made a conclusion that the cause of growth inhibition 
of C. reinhartdii was incomplete oxidation of ethanol, resulting reduction 
of pH in the medium by a few units.

K e y  w o r d s :  Chlamydomonas reinhardtii, photosynthesis, respira-
tion, ethanol.
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