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В работе представлены результаты изучения биопродуктивности, биосинтеза пигментов в  клетках 
Dunaliella salina IPPAS D-294, выращенных при высокой солености в оптимальном и низкотемпературном 
режимах культивирования. Показано, что в условиях высокой солености (3 M NaCI) и низкотемпературно-
го стресса биопродуктивность клеток снижается на 25 % по отношению к оптимальному режиму культиви-
рования. Модификация клеток ионолом при концентрациях 25–350 мкМ приводит к стимуляции роста куль-
туры Dunaliella в оптимальном, а при низкотемпературных режимах интервал увеличивается до 25–500 мкМ. 
Установлено, что модификация клеток различными концентрациями ионола в течение 24 ч в оптимальных 
условиях культивирования снижают биосинтез хлорофиллов (82 % хлорофилла а; 85 % хлорофилла в), син-
тез суммы каротиноидов при этом несколько увеличивается до 6 % водорослями. Параметр, отношения сум-
мы хлорофиллов и каротиноидов, характеризующий энергизацию фотосинтетической мембраны, составля-
ет 4,5 в оптимальном режиме культивирования. Установлено, что низкотемпературный стресс увеличивает 
толерантность клеток к действию синтетического антиоксиданта ионола. Наблюдается уменьшение соот-
ношения хлорофилла а / хлорофилла в, а также снижение соотношения хлорофиллы/каротиноиды, за счет 
подавления синтеза суммы хлорофиллов.
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In this work have been presented the results of influence investigations of bioproductivity and biosynthesis of 
pigments in Dunaliella salina IPPAS D-294 cells grown at high salinity condition (3,0 M NaCl) and low temperature 
stress, bioproductivity of cells reduces 25 % compared to optimal regime of cultivation. The modification of cells 
by 2,6 di-tret-butyl cresol at concentrations 25-350 mkM leads to grown stimulation of Dunaliella culture in 
optimal regime, bid in low temperature regime the interval incases up to 25-500 mkM. It was identified that, the 
modification of cells by various concentrations ionol whiten 24 hours in optimal regime of cultivation decreases 
biosynthesis of chlorophyll (82 % chlorophyll a, 85 % chlorophyll b), but incases up to 6 % by seaweed. Parameter 
of ratio chlorophyll and carotenoid amount, characterizing energization of photosynthetic membrane consyts of 
4,5 in optimal regime of cultivation. It was identified that, low temperature stress, increases the tolerance of cells 
to synthetic activity if ionol. Decrease of chlorophyll a / chlorophyll b ratio and also decease cartonoid ratio due to 
suppression of synthesis of chlorophyll amount. 
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Литературные данные, касающиеся из-
менения пигментных систем у  различных 
представителей рода Dunaliellа под воз-
действием экстремальных условий суще-
ствования сводятся к  тому, что абсолют-
ное содержание всех пигментов в клетках 
Dunaliellа при увеличении концентрации 
осмотически действующих солей, недо-
статке биогенных элементов, повышении 
и  понижении температуры, как правило 
увеличивается [1]. Абсолютное содержа-
ние хлорофиллов а и в и их суммы в клет-
ках всех видов, Dunaliella в экстремальных 

условиях существования имеет тенден-
цию уменьшаться.

Известно, что также в  процессе роста 
культур содержание и соотношение пигмен-
тов в биомассе изменяется. По данным [2] 
максимальное количество всех пигментов 
образуется в  период интенсивного роста 
водорослей. Во время логарифмической 
фазы роста культуры Dunaliella salina аб-
солютное содержание каротинов в клетках 
уменьшается [3, 4]. Накопление последнего 
наблюдается лишь при переходе культуры 
в стационарную фазу [2]. Поэтому мы экс-
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перименты проводили в течение 24 ч в ин-
тенсивном режиме культивирования, где 
достигается только стационарная фаза ро-
ста. Адаптация растений к низким темпера-
турам связана с восстановлением нарушен-
ного баланса между такими важнейшими 
физиологическими процессами, как рост, 
пигментообразование и фотосинтез [5].

Несмотря на то, что растения обычно об-
ладают высоким уровнем антиокислитель-
ной активности и, как правило, содержат 
большое количество антиоксидантов раз-
личной химической природы [6–8], нам хо-
телось также исследовать, в какой степени 
ионол (классический синтетический анти-
оксидант) минеральной среды выращивания 
может влиять на биосинтез каротиноидов 
и хлорофиллов в клетках Dunaliella salinа.

Цель исследования: изучение в  опти-
мальных и в условиях низкотемпературно-
го стресса влияния различных концентра-
ций 2,6 ди-трет-бутил крезола (ионола) 
в  минеральной среде на рост и  биосинтез 
пигментов в клетках Dunaliella.

Материалы и методы исследования
Объектом исследования служила зеле-

ная микроводоросль Dunaliella salina IPPAS 
D-294, выделенная из соленого озера Маса-
зыр, находящегося на северо-западе терри-
тории города Баку.

Водоросли выращивали при темпера-
туре 27 °С в  стеклянных фотореакторах 
(250 мл), на установке для выращивания 
культур одноклеточных водорослей. Ми-
неральная среда содержала (г/л): NaCI  – 
175 (3,0 М); KNO3  – 5,0; KH2PO4  – 1,25; 
MgSO4 – 50; FeSO4 – 0,009 раствор микро-
элементов (мг/л)  – Ca(NO3)2•H2O  – 735; 
H3BO3  – 735; ZnSO4•7H2O  – 615; (NH4)
MoO4 – 100; MnCl2•4H2O – 180. Суспензию 
клеток в фотореакторах в течение 24 ч ос-
вещали белым светом (16 Вт/м2) и  непре-
рывно продували смесью (воздух + 1,5 % 
СО2) с температурой 27 °С для контрольных 
и 5 °С для опытных суспензий (низкотемпе-
ратурный стресс). Клетки выращивали в те-
чение 24 ч, в  интенсивно-накопительном 
режиме культивирования и  освещали кру-
глосуточно. Рост культуры определяли пери-
одическим подсчетом числа клеток в камере 
Горяева под микроскопом или нефеломе-
трическим измерением оптической плотно-
сти суспензии на фотоэлектроколориметре. 

В работе были использованы 2,6 ди-
трет-бутил крезол (ионол) в концентраци-
ях 25–500 мкМ. Ионол (M.в. 220,35 г/моль) 
в чистом виде порошок белого цвета, хоро-
шо растворимый в  этиловом спирте. В су-
спензию клеток добавляли синтетический 
антиоксидант с  фиксированными концен-

трациями (25; 50; 150; 250; 350; 500 мкМ) 
и выращивали в течение 24 ч.

Содержание пигментов в клеточных экс-
трактах (100 % ацетон) измеряли на спек-
трофотометре и  рассчитывали на основа-
нии коэффициентов Веттштейна [9]. 

Результаты исследования  
и их обсуждение

На рис. 1 (кривая 1) представлены ре-
зультаты динамики роста культуры микро-
водоросли Dunaliella в  оптимальных ус-
ловиях (температура 27 °С, интенсивность 
света 16 Вт/м2, содержание СО2 в  воздуш-
ной смеси 1,5 %, минеральная среда, со-
держащая 3,0 М NaCI). Выращивание кле-
ток в  250 мл стеклянных фотореакторах 
и подаче воздушной смеси с температурой 
25 °С в интенсивно-накопительном режиме 
культивирования в  течение 24 ч показали, 
что оптическая плотность клеточной су-
спензии увеличивается в 3 раза. 

Такая тенденция роста популяции про-
должается и в последующих повторных вари-
антах выращивания контрольных суспензий. 
Подача в  фотореакторы воздушной сме-
си с  температурой 5 °С (низкотемператур-
ный стресс) приводит к  замедлению роста 
и  снижению биопродуктивности на 25 % 
(кривая 2). Несмотря на снижение дина-
мики роста популяции при низкотемпера-
турном стрессе деление клеток в  течение 
24-часового культивирования в интенсивно-
накопительном режиме составляет высокий 
показатель (увеличение оптической плотно-
сти в  2,5 раза). В этих условиях добавляли 
в  минеральную среду выращивания синте-
тический антиоксидант 2,6 ди-трет-бутил 
фенол в различных концентрациях и просле-
живали динамику роста культуры.

На рис. 2 представлена зависимость ро-
ста клеток Dunaliella salina IPPAS D-294 в ин-
тенсивно-накопительном режиме культиви-
рования от различных концентраций ионола 
в минеральной среде. Как видно из рисунка, 
присутствие ионола в  минеральной среде 
выращивания при высокой солености в оп-
тимальном (1) и  низкотемпературном (2) 
режимах культивирования заметно влияет 
на рост культуры. Так, при концентрациях 
25 мкМ и 50 мкМ в минеральной среде ио-
нола в  оптимальном (1) режиме культиви-
рования наблюдается стимуляция динамики 
роста культуры клеток на 4 % и  6 % соот-
ветственно, по отношению к  контрольным 
суспензиям. При концентрациях (150; 250; 
350 мкМ) в минеральной среде стимуляция 
роста остается на высоком уровне (107; 106; 
102 %). Значит, 2,6 ди-трет-бутил крезол 
при концентрациях 25–350 мкМ сопоставим 
с активностью обычных фитогормонов [1].
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Рис. 1. Динамика роста популяции клеток Dunaliella salina IPPAS D-294 при высокой солености 
в оптимальном (1) и низкотемпературном (2) режимах культивирования.  

Температура 27 °С, интенсивность света 16 Вт/м2

При повышении содержания 2,6 ди-
трет-бутил крезола в  минеральной среде 
(500 мкМ) оно приобретает обратный знак, 
наблюдается подавление до (8–9 %) соот-
ветственно роста культуры в течение 24-ча-
сового культивирования в  интенсивно-на-
копительном режиме. Под влиянием этого 
синтетического антиоксиданта максималь-
ная дифференцировка наблюдается при 
концентрации 150 мкМ (7 %) по сравнению 
с  контрольными клетками. Сравнительное 
изучение зависимости роста популяции 
клеток Dunaliella salina IPPAS D-294 от раз-
личных концентраций 2,6 ди-трет-бутил 
крезола в  минеральной среде с  высокой 
соленостью, в  условиях низкотемператур-
ного стресса показала, что присутствие ио-
нола в  среде выращивания заметно влияет 
на рост культуры (рис. 2, кривая 2). Так, 
в  диапазоне концентраций 25–350 мкМ 
в  минеральной среде 2,6 ди-трет-бутил 
крезола наблюдается стимуляция роста 
культуры, которая превышает на 5–8 % кон-
трольные суспензии клеток. Повышение 
концентрации синтетического антиокси-
данта до 500 мкМ рост популяции клеток 
Dunaliella остается на контрольном уров-
не 100 %. В данном эксперименте видно, 
что присутствие различных концентраций 
2,6 ди-трет-бутил крезола в минеральной 
среде с  высокой соленостью в  диапазоне 
25–500 мкМ не сказывается (подавление ро-

ста не наблюдается) на биопродуктивности 
водорослей. В данном случае увеличивает-
ся толерантность клеток к  антиоксиданту 
по сравнению с  клетками, выращенными 
при оптимальном режиме культивирования, 
вероятно, связанного с работой эндогенной 
антиоксидантной системы клеток и 2,6 ди-
трет-бутил креола.

Выраженная ростостимулирующая ак-
тивность 2,6 ди-трет-бутил крезола при его 
концентрациях 25–350 мкМ в минеральной 
среде с высокой соленостью в оптимальном 
режиме культивирования и в диапазоне кон-
центраций 25–500 мкМ при низкотемпера-
турном стрессе делает этот антиоксидант 
перспективным и  эффективным средством 
доступной и  надежной регуляции (акти-
вации) роста культуры клеток Dunaliella 
salina IPPAS D-294. 

На рис. 3 представлены результаты за-
висимости биосинтеза пигментов в клетках 
Dunaliella salina IPPAS D-294 от различных 
концентраций ионола в минеральной среде, 
выращенных при оптимальных условиях. 
Как видно из рисунка, ростостимулирую-
щие концентрации 25–350 мкМ и последу-
ющая высокая концентрация 500 мкМ ионо-
ла снижают биосинтез общего количества 
хлорофиллов (до 82 % хлорофилла а; 85 % 
хлорофилла в), синтез суммы каротиноидов 
при этом несколько увеличивается до 6 %, 
по отношению к контрольным клеткам. Это 
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характерно для водоросли Dunaliella где 
четко сказано, что при изменении условий 
существования абсолютное содержание 
и  соотношение пигментов меняется [5]. 
Концентрации синтетического антиокси-

данта в минеральной среде не влияют на со-
отношения хлорофилла а и хлорофилла в. 
При этом соотношения хлорофиллы/каро-
тиноиды снижаются с увеличением концен-
трации ионола в минеральной среде. 

Рис. 2. Зависимость динамики роста популяции контрольных клеток Dunaliella salina  
IPPAS D-294 от различных концентраций ионола в минеральной среде (3,0 NaCI)  

при оптимальном (1) и низкотемпературном (2) режимах культивирования.  
Температура 27 °С, интенсивность света 16 Вт/м2

Рис. 3. Зависимость биосинтеза пигментов в клетках Dunaliella salina IPPAS D-294 от различных 
концентраций 2,6 ди-трет-бутил крезола в минеральной среде (3,0 NaCI), выращенных  

при оптимальном режиме культивирования. 1 – биосинтез хлорофилла а; 2 – биосинтез хлорофилла в;  
3 – биосинтез суммы каротиноидов. Температура 27 °С, интенсивность света 16 Вт/м2
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На рис. 4 представлены результаты за-
висимости биосинтеза пигментов в клетках 
Dunaliella salina IPPAS D-294 от различ-
ных концентраций ионола в  минеральной 
среде, выращенных в  условиях низкотем-
пературного стресса. Как видно из рисун-
ка, ростостимулирующие концентрации 
и  последующие высокие концентрации 
ионола повышает биосинтез хлорофил-
ла а  (25мкМ), в  интервале концентраций 
50–500 мкМ биосинтез хлорофилла а  сни-
жается до 72 %. В этих условиях био-
синтез хлорофилла в при концентрациях 
(25–350 мкМ) повышается до 15 %, а  при 
500 мкм резко снижается 65 %. Низкотемпе-
ратурный стресс и  увеличение концентра-
ции синтетического антиоксиданта ионола 
в минеральной среде (3,0 NaCI) биосинтез 
суммы каротиноидов клетками повышает-
ся при концентрациях 25 и 50 мкМ на 46 % 
и  39 % соответственно, затем снижается 
и  остается на контрольном уровне. В этих 
исследованиях увеличение концентрации 
синтетического антиоксиданта ионола 
в минеральной среде приводит к уменьше-
нию соотношения хлорофилла а  / хлоро-
филла в. Соотношения хлорофиллы/каро-
тиноиды, при концентрациях 25–500 мкМ 
уменьшаются, по отношению к  контроль-
ным клеткам.

Таким образом, увеличение концентра-
ции синтетического антиоксиданта ионо-
ла в  минеральной среде при оптимальных 
условиях выращивания клеток Dunaliella 
salina IPPAS D-294 соотношения хлорофил-
ла а  / хлорофилла в не меняется. Синтети-
ческий антиоксидант ионол в минеральной 
среде (3,0 NaCI) выращивания приводит 
к  уменьшению соотношения хлорофиллы/
каротиноиды в  клетках. Низкотемпера-
турный стресс увеличивает толерантность 
клеток к действию синтетического антиок-
сиданта ионола. В этом случае наблюдается 
уменьшение соотношения хлорофилла а  / 
хлорофилла в, а  также снижению соотно-
шения хлорофиллы/каротиноиды, за счет 
подавления синтеза суммы хлорофиллов.
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