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Исследовано изменение световых зависимостей удельной скорости роста и внутриклеточного от-
ношения углерода к хлорофиллу а (С/Хл а) от исходной концентрации азота в питательной среде
у морской диатомовой водоросли Phaeodactylum tricornutum (Bohlin, 1897). Содержание азота (в
нитратной форме) в среде в разных вариантах эксперимента было от 10 до 414 мкМ, интенсив-
ность света изменялась от 14 до 1200 мкЭ м–2 с–1. Показано, что совокупное влияние интенсив-
ности света и степени обеспеченности клеток азотом на исследуемые характеристики водорослей
наблюдается при световом ингибировании роста. Снижение исходной концентрации азота в сре-
де приводит к сужению диапазона оптимальной для роста водорослей интенсивности света, уве-
личению степени светового ингибирования их скорости роста и прогрессирующему снижению
содержания хлорофилла в клетках. Константа полунасыщения, рассчитанная из уравнения Мо-
но, возрастает при повышении интенсивности света по степенной зависимости. Полученные за-
кономерности изменения удельной скорости роста и содержания Хл а в клетках водорослей в за-
висимости от концентрации азота в среде и световых условий культивирования могут быть ис-
пользованы при разработке моделей оценки биомассы и первичной продукции фитопланктона,
а также при интерпретации данных мониторинга природных вод и в биотехнологии массового
культивирования микроводорослей.

Ключевые слова: морские диатомовые водоросли, Phaeodactylum tricornutum, удельная скорость роста,
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ВВЕДЕНИЕ
Вопрос влияния факторов среды на физиоло-

гическое состояние водорослей привлекает
огромный интерес исследователей на протяже-
нии последних 50 лет. Тем не менее, раскрытие
принципов и механизмов взаимодействия фото-
синтезирующих растений с факторами внешней
среды остается одной из основополагающих и в
то же время нерешенных проблем в современной
гидробиологии. К настоящему времени накоплен
обширный материал по влиянию условий осве-
щения (Sarthou et al., 2005; Schwaderer et al., 2011;
Baird et al., 2013; Edwards et al., 2015) и степени
обеспеченности азотом (Sakshaug et al., 1989; Sar-
thou et al., 2005; Litchman et al., 2006; Стельмах,

Мансурова, 2021) на скорость роста и содержание
хлорофилла в клетках водорослей. Однако боль-
шинство работ посвящено изучению эффекта,
возникающего при изменении одного фактора,
тогда как остальные остаются постоянными на
оптимальном уровне. В то же время в природных
условиях на рост водорослей влияет целый ком-
плекс факторов и нередко при изменении одного
из них изменяется действие другого. Исследова-
ний в этом направлении меньше (Finenko et al.,
2003; Behrenfeld et al., 2005; Dickman et al., 2006;
Shoman, 2015; Минеева и др., 2021) и они, как
правило, ограничены узким диапазоном вариа-
бельности изучаемых факторов.

Скорость роста – одна из основополагающих
функциональных характеристик фитопланктона,
определяющих пространственно-временную из-
менчивость его биомассы и продукции в морских

Сокращения: Хл а – хлорофилл а, С/Хл а – отношение уг-
лерода к хлорофиллу а, Nисх – исходная концентрация
азота в питательной среде.
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и пресноводных экосистемах (Falkowski, Raven,
1997). Измерение концентрации Хл а – один из
широко используемых методов для оценки био-
массы фитопланктона в природных условиях.
Для перехода от концентрации пигмента к биомас-
се водорослей применяется С/Хл а (Sathyendranath
et al., 2009; Behrenfeld et al., 2005; Baird et al., 2013).
Однако величина С/Хл а зависит от многих фак-
торов: интенсивности света, температуры, обес-
печенности водорослей минеральным питанием,
таксономической структуры фитопланктона
(Finenko et al., 2003; Cloern et al., 1995), что не поз-
воляет вывести универсальный переходный ко-
эффициент между концентрацией хлорофилла и
биомассой фитопланктона. Поэтому выявление
закономерностей изменения отношения С/Хл a в
клетках водорослей в зависимости от условий их
роста представляется актуальной задачей.

В большинстве районов Мирового океана про-
дуктивность фитопланктона ограничивается кон-
центрацией минерального азота в воде (Dodds et al.,
1993; Glibert, 1988), и большая часть исследований,
посвященных выявлению ответной реакции водо-
рослей на изменение условий минерального пита-
ния, направлена на изучение изменчивости физио-
логических характеристик водорослей при дефици-
те азота. Однако для понимания физиологических
процессов в клетках немаловажно исследование
изменения структурно-функциональных показа-
телей водорослей при концентрации биогенных
элементов, которая еще не лимитирует рост, но
изменяется в широких пределах. При этом воз-
можно взаимодействие между уровнем биоген-
ной обеспеченности клеток и световыми услови-
ями их роста, поскольку скорость потребления
биогенных элементов из среды зависит от многих
внешних факторов, включая интенсивность света
(Anderson, Roels, 1981; Lee et al., 2017). Так, ранее
нами установлено, что влияние дефицита азота
на изменение удельной скорости роста и содер-
жания Хл а в клетках Phaeodactylum tricornutum
(Bohlin, 1897) усиливается при повышении осве-
щенности (Shoman, 2015).

Показано, что внесение избыточных концен-
траций минерального азота не оказывает суще-
ственного влияния на скорость его потребления
фитопланктоном из среды (Кривенко, 2008).
Микроводоросли, в отличие от макрофитов, спо-
собных запасать азот в тканях (Силкин, Хайлов,
1988), не накапливают его в клетках в избыточном
количестве, а минимальное отношение углерода
к азоту (C/N) у большинства представителей фито-
планктона в условиях полной обеспеченности ми-
неральным питанием достигает 6–8 (Sarthou et al.,
2005). По этой причине изменение степени обес-
печенности водорослей азотом будет находить от-
клик в изменении их структурно-функциональ-
ных показателей.

Цель работы – выявить основные закономер-
ности изменения удельной скорости роста и
внутриклеточного отношения С/Хл а в зависимо-
сти от исходной концентрации азота в среде и
световых условий культивирования в широком
диапазоне изменения каждого из факторов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В качестве объекта исследования выбрана аль-

гологически чистая культура морской диатомо-
вой водоросли P. tricornutum из коллекции культур
микроводорослей и цианобактерий (IBSS) науч-
но-образовательного центра коллективного
пользования “Гидробионты мирового океана”
(WDCM № 1201) Федерального исследователь-
ского центра Института биологии южных морей.
Вид часто используется в гидробиологических
исследованиях в качестве модельного объекта,
обладающего высокой жизнестойкостью при
культивировании.

Nисх в разных вариантах эксперимента было
414, 167, 83, 46, 23, 14 и 10 мкМ. Среды с заданной
Nисх готовили путем количественного разбавле-
ния питательной среды, содержащей 414 мкМ
NaNO3, отношение N : P = 7 : 1, содержание
остальных компонентов соответствовало пропи-
си среды F/2 (Andersen, 2005). Исходное отноше-
ние N : P ≤7 в среде еще до эксперимента показа-
ло, что остановка роста водорослей в культуре
произойдет из-за дефицита азота (Geider, Roche,
2002). Примененный в эксперименте подход ко-
личественного разбавления методически целесо-
образен, так как позволяет избежать изменения
соотношения между азотом, фосфором и другими
элементами среды, что само по себе может стать
дополнительным фактором, влияющим на изме-
нение структурно-функциональных характери-
стик водорослей (Левич и др., 1997).

Первые 7 сут эксперимента водоросли выра-
щивали в полунепрерывном режиме на среде с
Nисх при непрерывном освещении интенсивно-
стью 35 мкЭ м–2 с–1 люминесцентными лампами
белого света Oreol White/15 W. Разбавление куль-
тур свежей питательной средой проводили один
раз в сутки до концентрации углерода в пробах
1300–1500 мкг л–1, содержание Хл а было 75–
90 мкг л–1, С/Хл а – 14–20. Температуру поддер-
живали на уровне 20 ± 1°С. Для создания необ-
ходимых температурных условий использовали
термостатированный бокс на базе холодильной
витрины, оборудованной температурным регу-
лятором W3230.

После периода адаптации водорослей к задан-
ным условиям минерального питания на
восьмые сутки эксперимента культуру переноси-
ли на различную интенсивность света – 14, 25, 42,
85, 225, 430, 600, 900 и 1200 мкЭ м–2 с–1. Для созда-
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ния необходимых условий освещения использо-
вали световую решетку, представляющую собой
закрытую конструкцию с отдельными ячейками
для склянок объемом 25 мл (высота 5 см, диаметр
2.5 см) и независимым источником освещения
(светодиод) для каждой из них. Инкубационные
склянки освещали снизу. Различную освещен-
ность создавали с помощью металлических сетча-
тых фильтров, помещаемых между светодиодом и
склянкой. Уровень освещенности определяли внут-
ри склянок зондирующим 4П датчиком квантомет-
ра QSL 2101. Водоросли адаптировали к новым све-
товым условиям в течение еще 3 сут (процедура та
же, что и при адаптации к условиям минерально-
го питания), после чего на 4-е сутки измеряли со-
держание углерода и Хл а в пробах. Эксперимент
последовательно повторяли для каждой из иссле-
дуемых концентраций азота.

Определение концентрации Хл а в пробе про-
водили стандартным спектрофотометрическим
методом. Для этого определенное количество
суспензии водорослей фильтровали через стекло-
волокнистые фильтры Whatman (GF/C) диамет-
ром 15 мм при вакууме ≤0.2 атмосфер. Осевшую
на фильтре взвесь экстрагировали 90%-ным рас-
твором ацетона при температуре 8–10°С в тече-
ние 18–24 ч. Экстракт осветляли центрифугиро-
ванием при скорости 3000 об./мин в течение
10 мин. Оптическую плотность ацетоновых экс-
трактов определяли на двухлучевом регистрирую-
щем спектрофотометре “Specord UV-VIS” (Karl
Zeiss Jena). Концентрацию пигмента вычисляли по
общепринятой формуле (Jeffrey, Humphrey, 1975).

Концентрацию углерода в пробе рассчитывали
по оптической плотности суспензии клеток на
длине волны 750 нм на спектрофотометре СФ-26
(Геворгиз, 2008). На длине волны 750 нм наблю-
дается поглощение света структурными элемен-
тами клеток и отсутствует селективное поглоще-
ние пигментами фотосинтетического аппарата
водорослей. Предварительно для P. tricornutum
получали калибровочную зависимость значений
оптической плотности и содержания углерода, из-
меренного методом газо-адсорбционного хро-
матографического анализа на CHN-анализаторе
(Grasshoff et al., 1983). Для интерполяции результа-
тов использовали уравнение: С = 58 OD750 – 0.04,
где C – концентрация углерода в мг л–1, OD750 –
оптическая плотность суспензии на длине волны
750 нм, R2 = 0.99. Представленная зависимость
применима для определения концентрации угле-
рода в диапазоне 0.5–17 мг л–1. Калибровочные
графики приведены ранее в работе (Шоман, Аки-
мов, 2013). Для проверки достоверности получае-
мых результатов в ходе эксперимента для выбо-
рочных проб параллельно измеряли содержание
углерода по оптической плотности и методом га-

зо-адсорбционного хроматографического анали-
за на газоанализаторе CHN-1.

Удельную скорость роста микроводорослей
рассчитывали по приросту углерода в пробе по
уравнению в работе (Финенко, Ланская, 1971):

(1)

где μ – удельная скорость роста, сут–1; С0 и Сt –
исходная концентрация углерода в пробе и его
количество через время t, мг л–1; t – время между
измерениями в сутках.

Зависимость удельной скорости роста водо-
рослей от интенсивности света описывали с по-
мощью уравнения (Gallegos et al., 1983):

(2)

где μ – удельная скорость роста водорослей при
интенсивности света I, сут–1; μmax – максимальная
удельная скорость роста, сут–1; α – начальный угол
наклона μ-I зависимости, сут–1 (мкЭ м–2 с–1)–1; It –
интенсивность света, выше которой наблюдается
ингибирование роста водорослей, мкЭ м–2 с–1;
Ib – интенсивность света, при которой μ достига-
ет 37% μmax в области ингибирующей освещенно-
сти, мкЭ м–2 с–1.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Установлено, что изменение Nисх от 414 до

10 мкМ не влияло на величину удельной скорости
роста P. tricornutum в световом диапазоне 14–
150 мкЭ м–2 с–1 (рис. 1). Эффективность роста во-
дорослей, рассчитанная из уравнения (1) и количе-
ственно равная тангенсу начального угла наклона
μ-I зависимости, во всех вариантах эксперимента
достоверно не изменялась и была в среднем
0.028 ± 0.007 сут–1 (мкЭ м–2 с–1)–1. Максимальная
удельная скорость роста P. tricornutum равнялась
1.3 ± 0.1 сут–1. В то же время при интенсивности
света >150 мкЭ м–2 с–1 снижение исходной кон-
центрации азота в среде от 414 до 10 мкМ приво-
дило к сужению диапазона оптимальной для ро-
ста водорослей интенсивности света и более ран-
нему световому ингибированию их скорости
роста: верхняя граница светового плато μ-I зави-
симости (It) снижалась от 900 до 150 мкЭ м–2 с–1, а
коэффициент Ib, отражающий степень фотоинги-
бирования удельной скорости роста, изменялся
от 1700 до 580 мкЭ м–2 с–1 (рис. 2).

При каждой из исследуемых интенсивностей
света в диапазоне от 150 до 1200 мкЭ м–2 с–1 зави-
симость удельной скорости роста от исходной
концентрации азота в питательной среде с высо-
кой точностью описывается уравнением Моно
(Monod, 1942) (рис. 3). При этом константа полу-

−μ = t 0lnC lnC ,
t

  μ −α ⋅μ = −  μ − +   

max b
8 8 1/8

max b t

I IIth 1 ,
2 [(I I ) I ]
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насыщения, численно равная концентрации суб-
страта, при которой удельная скорость роста водо-
рослей принимает значение половины от макси-
мальной, возрастает от 1.8 мкМ при 350 мкЭ м–2 с–1

до 46 мкМ при 1200 мкЭ м–2 с–1 по степенной за-
висимости (рис. 4).

При повышении интенсивности света от 14 до
150 мкЭ м–2 с–1 С/Хл а изменялось от 15 до 40 (со-
держание Хл а в суспензии снижалось при этом от
200 до 130 мкг л–1) и не зависело от исходной кон-
центрации азота в питательной среде (рис. 5).
При интенсивности света, превышающей

Рис. 1. Изменение световой кривой удельной скоро-
сти роста Phaeodactylum tricornutum в зависимости от
исходной концентрации азота в питательной среде:
414 (j), 167 (s), 83 (d), 46 (e), 23 (m), 14 (n), 10 (+)
мкМ.
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Рис. 2. Изменение верхней границы светового плато
It (s) и коэффициента степени фотоингибирования
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150 мкЭ м–2 с–1, наблюдалось различие в поведе-
нии параметра в зависимости от Nисх. Так, при
Nисх в среде, равной 414 мкМ, выход световой за-
висимости С/Хл а на плато (Iplato) наблюдали
при освещенности 350 мкЭ м–2 с–1, дальнейшее
повышение интенсивности света вплоть до
1200 мкЭ м–2 с–1 не приводило к изменению вели-
чины отношения. При снижении Nисх от 414 до
10 мкМ содержание хлорофилла в клетках водо-
рослей уменьшалось. При этом диапазон измен-
чивости отношения в зависимости от Nисх расши-
рялся при увеличении освещенности. Так, при
изменении исходной концентрации азота в среде
от 414 до 10 мкМ отношение С/Хл а изменялось от
40 до 50 (содержание Хл а в суспензии уменьша-
лось от 150 до 112 мкг л–1) при интенсивности
света 225 мкЭ м–2 с–1 и от 50 до 130 (концентра-
ция Хл а снижалась от 114 до 14 мкг л–1) при I =
= 900 мкЭ м–2 с–1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты исследования показали, что эф-
фект совместного действия интенсивности света
и обеспеченности водорослей азотом на удель-
ную скорость роста и содержание Хл а в клетках
превышает сумму влияния каждого из факторов.
Так, в световом диапазоне от 14 до 150 мкЭ м–2 с–1

снижение исходной концентрации азота в среде
от 414 до 10 мкМ не влияло на структурно-функ-
циональные характеристики водорослей. В то же
время, при I > 150 мкЭ м–2 с–1 наблюдалось изме-
нение световых зависимостей удельной скорости
роста и отношения С/Хл а по мере снижения
Nисх, что указывает на повышение потребности
водорослей в азоте при увеличении освещенно-

сти. Это, вероятно, обусловлено увеличением
расхода биогенного элемента на восстановление
фотоиндуцируемых повреждений фотосинтети-
ческого аппарата, а также синтез белков, необхо-
димых для работы реакционных центров (Falkow-
ski, Raven, 1997; Han et al., 2000). Кроме того, при
повышении интенсивности света увеличивается
количество фотопротекторных пигментов, для
синтеза которых также необходим азот (Ben-
Amotz et al., 1989). Очевидно, в условиях высокой
освещенности для поддержания скорости фото-
синтеза и роста на максимальном уровне водо-
рослям необходим больший поток азота в клетку.

Известно, что кинетика потребления азота за-
висит от концентрации биогенного элемента в
среде (Harrison, Hurd, 2001; Smit, 2002) и внутри
клетки (Rosenberg, Ramus, 1982; Flynn, 2001), а
также от влияния абиотических факторов, в част-
ности интенсивности света (Nishihara et al., 2005;
Lee et al., 2017). В настоящей экспериментальной
работе скорость поглощения азота из среды не
определяли, а в литературе по морским микрово-
дорослям нам не удалось найти однозначный от-
вет о влиянии интенсивности света на ее величи-
ну. Так, в ряде исследований показано, что ско-
рость потребления азота из среды возрастает при
повышении интенсивности света (Nishihara et al.,
2005; Lee et al., 2017), в других (Sinclair et al., 2006;
Чербаджи, 2012) – интенсивность света не влияет
на величину описываемого параметра. Кроме то-
го, имеются данные об угнетающем влиянии све-
та высокой интенсивности на скорость поглоще-
ния азота (Anderson, Roels, 1981).

Полученные нами результаты позволяют по-
лагать, что скорость поглощения азота из среды
повышается с увеличением интенсивности света.
Так, повышение С/Хл а, наблюдаемое при посто-

Рис. 5. Изменение С/Хл а у Phaeodactylum tricornutum в зависимости от световых условий роста водорослей (а) и исход-
ной концентрации азота (б) в питательной среде.

0 200 400 600 800 1000 1200

20

40

60

80

100

120

140
C

/Х
л 

а

Интенсивность света (I), мкЭ м−2 с−1

(а)
414 мкМ
167 мкМ
83 мкМ
46 мкМ
23 мкМ
14 мкМ
10 мкМ

0 100 200 300 400

20

40

60

80

100

120

140

225 мкЭ м−2 с−1

900 мкЭ м−2 с−1

(б)

Nисх, мкМ



132

БИОЛОГИЯ ВНУТРЕННИХ ВОД  № 2  2022

ШОМАН, АКИМОВ

янной освещенности (при I ≥150 мкЭ м–2 с–1) по
мере снижения Nисх, свидетельствует об умень-
шении удельного содержания азота в клетках во-
дорослей. Ранее нами установлено, что при фик-
сированной интенсивности света отношение
С/Хл а экспоненциально возрастает при повыше-
нии C/N в клетках. При этом влияние дефицита
азота на величину С/Хл а усиливается при повы-
шении интенсивности света, что обусловлено
увеличением фотодеструкции Хл а при повыше-
нии облученности, наблюдаемой на фоне сниже-
ния скорости синтеза пигмента из-за недостатка
азота (Shoman, 2015) В свою очередь, снижение
внутриклеточной концентрации азота приводит к
повышению скорости его потребления из среды:
обедненные по азоту клетки с большей скоростью
поглощают биогенный элемент из воды, чем во-
доросли с полным азотным пулом (Flynn, 2001).

Кроме того, рядом авторов показано, что сни-
жение исходной концентрации азота в среде при-
водит к уменьшению потенциальной доступно-
сти биогенного элемента на единицу поверхности
водорослей (Гончаров, Зотов, 2003), что также
может рассматриваться как косвенный фактор,
снижающий скорость поступления азота в клетку.

Основываясь на указанных фактах, мы полага-
ем, что в условиях высокой освещенности, не-
смотря на избыточное содержание нитратов в во-
де, количество азота, поглощаемое клеткой из
среды, не позволяет обеспечить все внутренние
потребности водорослей в биогенном элементе.
Вследствие этого происходит своего рода пере-
распределение внутреннего запаса азота между
клеточными компонентами. Количество биоген-
ного элемента, используемое непосредственно на
рост и синтез Хл а, значительно уменьшается, что
отражается в снижении удельной скорости роста
водорослей и повышении внутриклеточного от-
ношения С/Хл а.

Полученные зависимости изменения удель-
ной скорости роста и внутриклеточного С/Хл а у
водорослей в зависимости от исходной концен-
трации азота в среде и световых условий культи-
вирования могут быть использованы при разра-
ботке моделей оценки биомассы и первичной
продукции фитопланктона, а также при интер-
претации данных мониторинга природных вод и
в биотехнологии массового культивирования
микроводорослей. Выявленные закономерности,
очевидно, характерны для большинства видов
морских и пресноводных микроводорослей, по-
скольку в основе изменений лежат физиологиче-
ские механизмы, присущие всем фотосинтезиру-
ющим организмам. Количественные показатели
в этих зависимостях будут различаться для разных
представителей фитопланктона, отражая видо-
специфичность адаптации водорослей к уровню
освещенности и условиям минерального пита-

ния. Полученные результаты вносят вклад в об-
щее понимание физиологических процессов,
протекающих в клетках водорослей, а также меха-
низмов устойчивости и стратегий адаптации во-
дорослей к меняющимся условиям роста.

Выводы. Эффект совместного действия интен-
сивности света и степени обеспеченности клеток
азотом на исследуемые структурно-функцио-
нальные характеристики водорослей превышает
сумму влияния каждого из факторов. При интен-
сивности света 14–150 мкЭ м–2 с–1 снижение исход-
ной концентрации азота в среде от 414 до 10 мкМ не
влияло на удельную скорость роста и внутриклеточ-
ное отношение С/Хл а у P. tricornutum. В то же вре-
мя, при освещенности >150 мкЭ м–2 с–1 снижение
Nисх приводило к сужению диапазона оптималь-
ной для роста водорослей интенсивности света,
увеличению степени светового ингибирования их
скорости роста и прогрессирующему снижению
содержания Хл а клетках. Потребность водорос-
лей в азоте по мере увеличения плотности свето-
вого потока возрастает. Изменение μ-I и С/Хл-I
зависимостей при высокой освещенности, веро-
ятно, обусловлено увеличением расхода внутри-
клеточного азотного пула на репарацию фотоин-
дуцируемых повреждений фотосинтетического
аппарата и синтез фотопротекторных пигментов,
а также повышением константы полунасыщения
по скорости роста и поглощению азота по мере
увеличения интенсивности света.
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Combined Influence of Light Intensity and Nitrogen Concentration in the Medium 
on the Structural and Functional Characteristics of Microalgae
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The change of light dependences of specific growth rate and carbon to chlorophyll a ratio in marine diatom
Phaeodactylum tricornutum depending on the initial nitrogen concentration in the nutrient medium was stud-
ied. The nitrogen content in the medium (in nitrate form) in different variants of experiment ranged from 10
to 414 μM, the light intensity varied from 14 to 1200 μE·m–2·s–1. It was found that the combined effect of light
intensity and the degree of nitrogen availability of cells on the studied characteristics of algae is observed with
light inhibition of growth. A decrease of initial nitrogen concentration in the medium leads to a narrowing of
the optimal for algae growth light intensity range, an increase in the degree of a light inhibition of growth rate
and progressive decrease in the chlorophyll content in the cells. The half-saturation constant calculated from
the Monod equation raises with increasing light intensity on a power-law relationship. The obtained regular-
ities of the specific growth rate and intracellular chlorophyll a content changes depending on the nitrogen
concentration in the medium and light conditions of cultivation can be used in the development of models
for assessing the biomass and primary production of phytoplankton, as well as in the interpretation of data
from monitoring natural waters and in biotechnology for mass cultivation of microalgae.
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