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Дослiджено особливостi поглинання Mn2+, Zn2+, Cu2+ i Pb2+ клiтинами Chlorella vul-
garis Beijer. Встановлено, що накопичення iонiв металiв є флуктуацiйним. Видiлено чо-
тири його етапи: захисна самоiзоляцiя клiтин як результат первинної стрес-реакцiї;
активне накопичення (зниження опiрностi i руйнування зовнiшньої мембрани); пригнi-
чення накопичення, пов’язане з утворенням вторинної концентричної мембрани; некон-
трольоване накопичення в результатi руйнування вторинної концентричної мембрани.
Кiнетичнi показники накопичення Mn2+, Zn2+, Cu2+ i Pb2+ свiдчать про те, що про-
цес поглинання iонiв вiдбувається за змiшаним типом iнгiбування та визначається
спорiдненiстю до iонiв мембранних металзв’язуючих бiлкiв, пiсля насичення їх сайтiв
зв’язування процес стає неконтрольованим.

Еволюцiя водоростей вiдбувалася за наявностi в середовищi їх iснування iонiв рiзних мета-
лiв, у тому числi в токсичних концентрацiях. У результатi в них сформувалися механiзми
токсикорезистентностi, що пiдтримують оптимальний їх рiвень у клiтинах. Iони багатьох
металiв у певних концентрацiях є ефективними регуляторами метаболiзму, особливо азотно-
го та лiпiдного, що, з одного боку, є екологiчним фактором регуляцiї стану їх популяцiй, а
з iншого — перспективним у бiотехнологiї аквакультури водоростей [1, 2]. Щодо акумуляцiї
металiв одноклiтинними водоростями, незалежно вiд їх належностi до окремих таксономi-
чних та екологiчних груп, вони можуть накопичувати мiкроелементи в концентрацiях, якi
в тисячi разiв вищi за їх вмiст у водi [3, 4], однак до певної межi, перевищення якої викликає
незворотнi змiни метаболiзму та загибель рослин [5].

Первинним бар’єром проникнення iонiв металiв до клiтин водоростей є клiтинна обо-
лонка та плазмолема, якi здiйснюють їх захоплення шляхом взаємодiї з компонентами та
їх функцiональними групами [6]. Iнтенсивнiсть проникнення iонiв металiв визначають: їх
концентрацiя у зовнiшньому середовищi, взаємодiя з мембранами та спорiдненiсть до них
складових клiтинних мембран i внутрiшньоклiтинних компонентiв [7, 8]. Вважають, що
проникнення iонiв металiв у клiтини здiйснюється як шляхом дифузiї, так i за допомогою
активного транспорту [6]. Крiм того, показано [9], що акумуляцiя важких металiв у гiдро-
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бiонтiв є динамiчним процесом, який розвивається за градiєнтом часу, характеризується
певною iнтенсивнiстю та специфiчнiстю.

У зв’язку з вiдсутнiстю системного уявлення про механiзм накопичення iонiв металiв
клiтинами водоростей метою цього дослiдження було з’ясування кiнетичних параметрiв
проникнення Mn2+, Zn2+, Cu2+ та Pb2+ у клiтини водоростi Chlorellа vulgaris Beijer.

Об’єктом дослiджень була одноклiтинна зелена водорiсть Ch. vulgaris Beijer., культуру
якої вирощували при температурi 20 ± 1 ◦С i освiтленнi 2500 лк в люменостатi в скляних
колбах (250 дм3) на мiнеральному середовищi Фiтцжеральда в модифiкацiї Цендера i Горхе-
ма [10], що мiстило згiдно з прописом крiм iнших катiонiв 0,058 мг/дм3 Mn2+ i 0,023 мг/дм3

Zn2+ i не мiстило Cu2+ та Pb2+. В експериментальних умовах до культури водоростi до-
давали воднi розчини MnSO4, ZnSO4 · 7H2O, CuSO4 · 5H2O, Pb(NO3)2 з розрахунку на iон:
Mn2+ — 0,1, 0,2, 0,5 мг/дм3; Zn2+ — 1,0, 2,0, 5,0 мг/дм3; Cu2+ — 0,001, 0,002, 0,005 мг/дм3;
Pb2+ — 0,1, 0,2, 0,3 мг/дм3. Перiод iнкубацiї культури водоростi з солями металiв стано-
вив 0,083; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 3; 6; 12; 24; 48; 72; 168 год. Контрольними були клiтини, якi росли
у поживному середовищi без додавання солей металiв у експериментальних кiлькостях.

Реакцiю проникнення iонiв металiв у клiтини хлорели зупиняли додаванням 2,5 мМ
ЕДТА. Пiсля центрифугування суспензiї водоростей (2 000 об/хв) осад промивали розчином
поживного середовища, в якому культивували водоростi, далi осад спалювали в нiтратнiй
кислотi [1]. Вмiст металiв визначали атомно-абсорбцiйним методом на спектрофотометрi
Selmi С-115 М. Кiлькiсть бiлкiв у клiтинах хлорели визначали за методом Лоурi.

Величини константи Мiхаелiса (KМ) i максимальної швидкостi проникнення iонiв ме-
талiв (Vmax) у клiтини водоростi розраховували графiчним методом подвiйних зворотних
величин у координатах Лайнуiвера–Берка, а енергiю активацiї (Eа) визначали за допомо-
гою графiчного методу Арренiуса [11].

Одержанi експериментальнi данi опрацьованi методами варiацiйної статистики.
У результатi експериментiв виявлено флуктуацiйний характер процесу накопичення до-

слiджуваних iонiв металiв клiтинами Ch. vulgaris Beijer. в концентрацiйно-часовому гра-
дiєнтi.

Iнтенсивнiсть накопичення Mn2+клiтинами водоростi за дiї концентрацiї металу 0,2 та
0,5 мг/дм3 зменшується протягом 30 хв (рис. 1, а), а за дiї концентрацiї iонiв 0,1 мг/дм3 —
спочатку зростає (до 0,25 год), а потiм також зменшується (до 0,75 год). Надалi вiдбувається
активне накопичення iонiв металу (до 24 год) за дiї всiх дослiджених концентрацiй, що мож-
на пояснити порушенням опiрностi клiтинної мембрани, пiсля чого процес пригнiчується (до
48 год). При збiльшеннi тривалостi культивування хлорели з Mn2+ до 72 i 168 год спосте-
рiгається вiдновлення акумулювання iонiв металу за дiї концентрацiй 0,1; 0,5 i 0,2 мг/дм3

вiдповiдно, з подальшим зниженням iнтенсивностi.
Цей процес пiдлягає кiнетичнiй закономiрностi Мiхаелiса–Ментен лише протягом 0,083–

0,5 год i 12–168 год (табл. 1). Так, значення Vmax та KМ накопичення Mn2+ зменшуються
на 22 та 82% вiдповiдно протягом 0,25 год, потiм зростають на 3 та 38% до 0,5 год. Далi Vmax

зростає на 11% з 12 до 24 год, зменшується на 17% до 48 год, знову зростає на 30% до 72 год
i зменшується на 12% до 168 год. KМ зменшується на 4% протягом 12–24 год, зростає на 52%
до 72 год i зменшується на 25% до 168 год. Енергiя активацiї зв’язування Mn2+ зменшується
на 77% до 0,25 год, збiльшується на 36% до 0,5 год, зменшується на 15% з 12 до 24 год,
збiльшується на 44% до 72 год та знову зменшується на 14% до 168 год.

Накопичення Zn2+ клiтинами Ch. vulgaris є активним (див. рис. 1, б ) (за дiї 1,0 мг/дм3 —
до 0,5 год; за дiї 2,0 i 5,0 мг/дм3 — до 0,75 год), що можна пояснити iнтенсивним їх вико-
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Рис. 1. Накопичення Mn
2+ (а), Zn2+(б ), Cu2+ (в) i Pb2+ (г) клiтинами Chlorellа vulgaris Beijer.

ристанням у життєдiяльностi водоростi, i змiнюється пригнiченням процесу акумулювання
(за дiї 1,0 i 2,0 мг/дм3 — до 3 год; за дiї 5,0 мг/дм3 — до 1 год). Далi накопичення iонiв
металу активується (за дiї 1,0 i 2,0 мг/дм3 — до 168 год; за дiї 5,0 мг/дм3 — до 72 год)
з наступним зменшенням поглинання при концентрацiї 5,0 мг/дм3.

Поглинання Zn2+ характеризується такими показниками (див. табл. 1). Vmax накопи-
чення металу збiльшується на 28, 60, 38 i 76% протягом 0,083–0,5, 0,75–1, 3–6 i 24–168 год
вiдповiдно та зменшується на 28, 75 i 50% протягом 0,5–0,75, 1–3 i 6–24 год вiдповiдно. KМ

зменшується на 63, 50, 62 i 63% протягом 0,083–0,25, 1–3, 6–24 год i 48–168 год вiдповiдно
та збiльшується на 89, 25 i 25% протягом 0,25–1, 3–6 i 24–48 год вiдповiдно. Eа зв’язування
Zn2+ змiнюється таким чином: протягом перших 0,5 год зменшується на 65%, потiм до
3 год зростає на 88%, надалi до 12 год зменшується на 44%, до 24 год зростає на 10% i знову
зменшується на 88% до 168 год.

Активне поглинання Cu2+ вiдбувається протягом 0,75 i 1 год при культивуваннi хлорели
за дiї концентрацiї металу 0,001 i 0,005 мг/дм3 вiдповiдно (див. рис. 1, в). За дiї 0,002 мг/дм3
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Таблиця 1. Кiнетичнi параметри накопичення Mn
2+, Zn2+, Cu2+, Pb2+ клiтинами Chlorellа vulgaris Beijer.

Mn
2+

Zn
2+

Cu
2+

Pb
2+

Тривалiсть
iнкубацiї,

год

Vmax,
мкмоль ×

× (год ·мг
бiлка)−1

KМ

Eа, ×10
−3,

кДж ×

× мкмоль−1

Vmax,
мкмоль ×

× (год ·мг
бiлка)−1

KМ

Eа, ×10
−3,

кДж ×

× мкмоль−1

Vmax,
мкмоль ×

× (год ·мг
бiлка)−1

KМ

Eа, ×10
−3,

кДж ×

× мкмоль−1

Vmax,
мкмоль ×

× (год ·мг
бiлка)−1

KМ

Eа, ×10
−3,

кДж ×

× мкмоль−1

0,083 34,5 0,100 2,90 2000 5,9 2,6 50,0 0,0009 0,018 200 0,50 2,5
0,25 27,0 0,018 0,67 2000 2,2 1,1 53,0 0,0007 0,0,013 — — —
0,5 27,8 0,029 1,05 2778 2,5 0,9 55,5 0,0007 0,012 — — —
0,75 — — — 2000 6,7 3,3 62,5 0,0014 0,022 — — —
1 — — — 5000 20,0 4,0 48,78 0,0001 0,002 238 0,22 0,9
3 — — — 1250 10,0 8,0 25,0 0,0002 0,006 50 0,50 10,0
6 — — — 2000 13,3 6,6 37,0 0,0001 0,004 125 0,67 5,3
12 54,1 0,055 1,02 1250 5,7 4,5 43,5 0,0003 0,006 — — —
24 60,6 0,053 0,87 1000 5,0 5,0 33,3 0,0005 0,015 — — —
48 50,0 0,067 1,33 2500 6,7 2,6 — — — — — —
72 71,4 0,111 1,55 2941 4,3 1,5 — — — — — —
168 62,5 0,083 1,33 4167 2,5 0,6 — — — — — —

Пр и м i т ка . “—” — процес не пiдлягає закономiрностi Мiхаелiса–Ментен.
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спостерiгається пригнiчення поглинання iонiв до 0,5 год, що можна пояснити самоiзоляцiєю
клiтин вiд металу, з подальшим активуванням до 0,75 год. Далi iнтенсивнiсть накопичення
iонiв металу за дiї дослiджених концентрацiй зменшується до 3 год, потiм активується до
12 год, пригнiчується до 24 год, повторно активується до 72 год i знову пригнiчується до
168 год. У цьому випадку за дiї дослiджених концентрацiй спостерiгається акумулювання
iонiв металу до 0,75 та 1 год i змiнюється пригнiченням поглинання до 3 год.

Для Cu2+ значення Vmax (див. табл. 1) збiльшується на 20% до 0,75 год, зменшується
на 60% до 3 год, знову збiльшується на 42% до 12 год i зменшується на 23% до 24 год;
значення KМ i Eа зменшуються на 22 i 33%, 92 i 91%, 50 i 33% протягом 0,083–0,5 год,
0,75–1 год, 3–6 год вiдповiдно i збiльшуються на 50 i 45%, 50 i 67%, 80 i 73% протягом
0,5–0,75 год, 1–3 год, 6–24 год вiдповiдно. Накопичення iонiв металу протягом 48–168 год
не пiдлягає закономiрностi Мiхаелiса–Ментен.

Накопичення Pb2+ залежно вiд концентрацiї (див. рис. 1, г) є таким: за дiї 0,1 мг/дм3

зменшується до 0,25 год, зростає до 6 год, потiм зменшується до 24 год, знову зростає до
72 год i зменшується до 168 год; за дiї 0,2 мг/дм3 — зростає до 1 год, зменшується до 3 год,
потiм поступово зростає до 168 год; за дiї 0,5 мг/дм3 — зменшується до 0,25 год, далi акти-
вується до 6 год, пригнiчується до 12 год, повторно активується до 48 год i пригнiчується
до 168 год.

Процес накопичення Pb2+ пiдлягає закономiрностi Мiхаелiса–Ментен лише протягом
0,083 год та 1–6 год дiї (див. табл. 1). Vmax поглинання Pb2+ зменшується на 79% протягом
1–3 год та збiльшується на 60% до 6 год. KМ протягом даного часу зростає на 67%, а Eа

збiльшується на 91% протягом 1–3 год i зменшується на 47% до 6 год.
Згiдно з отриманими результатами, клiтини Ch. vulgaris активно накопичують Mn2+до

24 год iнкубацiї, Zn2+ — до 0,5 год (при 1,0 мг/дм3) i до 0,75 год (при 2,0 i 5,0 мг/дм3),
Cu2+ — до 0,75 год (при 0,001 мг/дм3) i до 1 год (при 0,005 мг/дм3), Pb2+ — до 1 год
(при 0,2 мг/дм3) i до 6 год (при 0,1 i 0,5 мг/дм3), контролюючи при цьому проникнення
iонiв. Надалi накопичення iонiв металiв iстотно пригнiчується. Дослiджений механiзм на-
копичення iонiв металiв носить флуктуацiйний характер, який можна роздiлити на чотири
етапи: самоiзоляцiя (стрес-реакцiя) клiтин, активне накопичення, пригнiчення, вiдновле-
не накопичення. Етап самоiзоляцiї — це вiдповiдь клiтинного органiзму на дiю стресового
чинника, в даному випадку iонiв металiв. Найбiльш яскраво iзоляцiйна функцiя клiтин ви-
являється за дiї Mn2+ (при 0,2 i 0,5 мг/дм3 — до 0,5 год), за дiї Cu2+ (при 0,002 мг/дм3 —
до 0,5 год), за дiї Pb2+ (при 0,1 i 0,5 мг/дм3 — до 0,25 год). Зниженням опiрностi первинної
клiтинної мембрани до дослiджених концентрацiй металiв характеризується етап активного
накопичення Mn2+ (при 0,1 мг/дм3 — вiд 0,75 до 24 год; при 0,2 i 0,5 мг/дм3 — вiд 0,5 до
24 год), Zn2+ (при 1,0 мг/дм3 — до 0,5 год; при 2,0 i 5,0 мг/дм3 — до 0,75 год), Cu2+(при
0,001 мг/дм3 — до 0,75 год; при 0,002 мг/дм3 — вiд 0,5 до 0,75 год; при 0,005 мг/дм3 —
до 1 год), Pb2+ (при 0,1 i 0,5 мг/дм3 — вiд 0,25 до 6 год; при 0,2 мг/дм3 — до 1 год),
що супроводжується руйнуванням первинної мембрани [8]. Надалi клiтини хлорели нама-
гаються контролювати поглинання iонiв на етапi вторинного пригнiчення. Спостережува-
ний флуктуацiйний характер накопичення iонiв спiввiдноситься з встановленими нами ра-
нiше структурно-функцiональними перебудовами клiтинної оболонки за дiї iонiв металiв,
що виявляється у формуваннi зi змiною концентрацiї i тривалостi дiї iонiв металiв подвiйної
концентричної мембрани [2, 8]. Крiм того, у клiтинах Ch. vulgaris при культивуваннi з iона-
ми металiв виявленi iстотнi морфологiчнi змiни, якi в основному стосуються потовщення
мембран, величини клiтин та стану цитоплазми, якi спостерiгаються вже на першу добу
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дiї Zn2+ та Pb2+. Етап повторної активацiї процесу накопичення, що має мiсце за дiї Mn2+

(при 0,1 i 0,5 мг/дм3 —вiд 48 до 72 год; при 0,2 мг/дм3 — вiд 48 до 168 год), Zn2+ (при 1,0
i 2,0 мг/дм3 — вiд 3 до 168 год; при 5,0 мг/дм3 — вiд 1 до 72 год), Cu2+(при 0,001, 0,002
i 0,005 мг/дм3 — вiд 24 до 72 год), Pb2+ (при 0,1 мг/дм3 — вiд 24 до 72 год; при 0,2 мг/дм3 —
вiд 3 до 168 год; при 0,5 мг/дм3 — вiд 12 до 48 год), ймовiрно, характеризується руйнува-
нням вторинної концентричної мембрани [2].

Процес мембранних перебудов за дiї iонiв металiв також узгоджується з порушенням
функцiонування мембранних АТФаз [1], особливо Na+/K+-ATФази — ферменту, який вiдi-
грає домiнуючу роль в осмо- та iонорегуляцiї клiтин [12]. Так, Zn2+ практично не впливають
на мембраннi АТФази, за винятком високих концентрацiй (5,0 мг/дм3), бо мають високу
проникнiсть, рухливiсть в клiтинi та комплексоутворюючу здатнiсть [13]. Pb2+ iнгiбують
АТФазну активнiсть [1], бо характеризуються високою спорiдненiстю до бiлкiв i мiцним
утримуванням ними цього металу в складi металтiонеїноподiбних комплексiв [13]. Щодо
Cu2+, то певна їх кiлькiсть може зв’язуватися з клiтинними мембранами, а iнша утворює
комплекси з низькомолекулярними органiчними речовинами i бiлками до насичення їх сай-
тiв зв’язування [14]. Найвищу спорiдненiсть до бiлкiв серед дослiджених концентрацiй iонiв
металiв мають Cu2+, а найнижчу — Zn2+. Mn2+ витiсняють Ca 2+ з клiтинних оболонок [15],
у зв’язку з чим їх накопичення лiмiтується тривалiстю антипорту.

Розрахованi кiнетичнi показники узгоджуються з виявленою закономiрнiстю поглинан-
ня металiв. Зростання Vmax накопичення Mn2+(0,25–0,5; 12–24; 48–72 год), Zn2+(0,083–0,5;
0,75–1; 3–6; 24–168 год), Cu2+(0,083–0,75; 3–12 год), Pb2+ (3–6 год) свiдчить про те, що iони
металiв зв’язуються з молекулами клiтинних стiнок водоростей та молекулами-переносни-
ками мембран за неконкурентним типом [11]. Поглинання iонiв також характеризується
зменшенням Vmax: Mn2+ (0,083–0,25; 24–48; 72–168 год), Zn2+ (0,5–0,75; 1–3; 6–24 год), Cu2+

(0,75–3; 12–24 год), Pb2+ (1–3 год), що свiдчить про конкурентне iнгiбування.
Енергiя активацiї зв’язування Mn2+ (0,25–0,5; 24–72 год), Zn2+ (0,5–3; 12–24 год), Cu2+

(0,5–0,75; 1–3; 6–24 год), Pb2+ (1–3 год) поверхневою оболонкою водоростей та проникнення
через мембрану вказує на те, що процес накопичення металiв у вказанi промiжки часу
є енергозалежним.

Отже, процес поглинання iонiв дослiджених металiв вiдбувається за змiшаним меха-
нiзмом та визначається спорiдненiстю металзв’язуючих компонентiв мембран, формуван-
ням вторинної концентричної мембрани i її опiрнiстю до металiв, тривалiстю її структур-
но-функцiональної активностi, пiсля втрати якої i насичення сайтiв зв’язування iонiв ме-
талiв цитоплазматичними компонентами процес накопичення стає пасивним i неконтрольо-
ваним.

Таким чином, накопичення iонiв Mn2+, Zn2+, Cu2+ та Pb2+ клiтинами одноклiтинної
зеленої водоростi Ch. vulgaris Beijer. є концентрацiйно- i часозалежним процесом, який но-
сить флуктуацiйний характер для всiх дослiджених концентрацiй металiв. Можна видiли-
ти чотири його етапи: захисна самоiзоляцiя клiтин як результат первинної стрес-реакцiї;
активне накопичення iонiв внаслiдок зниження опiрностi i руйнування клiтинної оболон-
ки мембрани; пригнiчення накопичення, пов’язане з формуванням вторинної концентрич-
ної мембрани [8]; неконтрольоване накопичення, що супроводжується руйнуванням вто-
ринної мембрани. Кiнетичнi параметри накопичення (KM, Vmax, Ea) свiдчать про те, що
процес поглинання Mn2+, Zn2+, Cu2+i Pb2+ вiдбувається за змiшаним типом iнгiбуван-
ня та визначається спорiдненiстю до iонiв металзв’язуючих компонентiв мембран i цито-
плазми.
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А.И. Луцив, В.В. Грубинко

Особенности поглощения Mn
2+, Zn2+, Cu

2+ и Pb
2+ клетками

Chlorella vulgaris Beijer.

Исследовано поглощение Mn2+, Zn2+, Cu2+ и Pb2+ клетками Chlorella vulgaris Beijer. Уста-
новлено, что накопление ионов металлов является флуктуационным. Выделено четыре его
этапа: защитная самоизоляция клеток как результат первичной стресс-реакции; актив-
ное накопление (снижение сопротивляемости и разрушение внешней мембраны); контороль
накопления в связи с образованием вторичной концентрической мембраны; неконтролируе-
мое накопление в результате разрушения вторичной концентрической мембраны. Кинети-
ческие показатели накопления Mn2+, Zn2+, Cu2+ и Pb2+ свидетельствуют о том, что
процесс поглощения ионов происходит по смешанному типу ингибирования и определяется
сродством к ионам мембранных металлсвязывающих белков, а после насыщения их сайтов
связывания процесс становится неконтролируемым.
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Сharacteristics of the absorption of Mn
2+, Zn2+, Cu

2+, and Pb
2+ by

cells of Chlorella vulgaris Beijer.

The absorption characteristics of Mn2+, Zn2+, Cu2+, and Pb2+ by unicellular green algae Chlorella
vulgaris Beijer are investigated. The accumulation of metal ions varies. There are 4 stages: the
stage of protective isolation of cells as a result of the primary stress response, stage of the active
accumulation (decrease in resistance and destruction of the outer membrane), stage of inhibition
of the accumulation (formation of the secondary concentric membrane), and stage of uncontrolled
accumulation phase (destruction of the secondary concentric membrane). Kinetic parameters of
accumulation show that the process of absorption of ions Mn2+, Zn2+, Cu2+, and Pb2+ occurs by
the mixed type of inhibition and is determined by the affinity of metal-binding proteins to ions.
After the saturation of their binding sites, the process becomes uncontrolled.
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