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Abstract. Relevance. Iron nanoparticles with small sizes, high surface area, 
various shapes, low toxicity, and unique physicochemical properties are relevant for 
modifying the Chlorella vulgaris nutrient medium. Methods. They were synthesized 
via sodium borohydride reduction and stabilized with chitosan biopolymer. Optical 
analysis determined their morphology and size. The iron nanoparticles have an average 
size of 50-80 nm, black color, and an amorphous structure. IR spectroscopy of the 
nanoparticles reveals characteristic stretching vibrations of NH groups of chitosan 
and Fe-O bonds of iron, confirming the stabilizing role of the chitosan matrix. The 
chemical modification of Tamiya medium was performed by adding 5 g/L of urea and 
a mixture of 5 g/L urea with 0.55 mg/L iron nanoparticles. Main conclusions. Optical, 
microscopic, FTIR, and UV spectrophotometric analyses confirmed the efficiency 
of urea and iron nanoparticles in modifying the Chlorella culture medium. Biomass 
growth increased by 28–50%, while Al, Cu, Cr, and K concentrations doubled, 
Li and Mn increased fivefold, Fe tenfold, and Mg thirteenfold. Total nitrogen and 
crude protein content doubled. FTIR spectroscopy revealed the biologically active 
substances such protein, polysaccharide, and amino acid accumulation in Chlorella. 
UV spectrophotometric analysis showed increased chlorophyll a content. Practical 
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value. This modification of Tamiya nutrient medium enables targeted enhancement of 
biologically active compounds in Chlorella biomass.

Keywords: iron nanoparticles, chitosan, biologically active substances, microalgae, 
Chlorella vulgaris, chemical modification, Tamiya nutrient medium
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Аннотация. Өзектілігі. Кіші өлшемді, үлкен меншікті беті, әртүрлі пішіні, 
төмен уыттылығы, ерекше физика-химиялық және антибактериалды қасиеттері 
бар темір нанобөлшектерін синтездеу және қолдану Chlorella vulgaris 
микробалдырын өсіруге арналған қоректік ортаны химиялық модификациялау 
үшін өзекті болып табылады. Әдістер. Темір нанобөлшектері натрий 
боргидридімен химиялық тотықсыздандыру әдісі арқылы синтезделіп, хитозан 
биополимерімен тұрақтандырылды. Оптикалық талдау арқылы олардың 
морфологиясы мен өлшемдері анықталды. Темір нанобөлшектерінің орташа 
мөлшері 50-80 нм, қара түсті және аморфты құрылымды екенін көрсетті. ИК-
спектроскопия нанобөлшектерінің талдауы хитозанның NH-топтарының 
және темірдің Fe–O байланыстарына тән созылуын көрсетеді, бұл хитозан 
матрицасының тұрақтандырушы рөлін көрсетеді. Тамийя қоректік ортасына 
5 г/л несепнәр және 5 г/л несепнәр мен 0,55 мг/л темір нанобөлшектерінің 
қоспасын қосу арқылы қоректік ортаның химиялық модификациялауы 
жүргізілді. Негізгі тұжырымдар. Оптикалық, микроскопиялық әдістер, ИК-
Фурье спектрометрия және УФ-спектрофотометриялық талдаулар несепнәр мен 
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темір нанобөлшектерінің хлорелла үшін қоректік ортаны модификациялаудағы 
тиімділігін растады. Нәтижесінде биомассаның өсуі 28–50%-ға артты, ал 
элементтердің концентрациясы Al, Cu, Cr, K үшін 2 есе, Li, Mn үшін 5 есе, Fe үшін 
10 есе, Mg үшін 13 есе өсті. Жалпы азот пен шикі протеин мөлшері 2 есе артты. 
ИК-спектрометриялық талдау Chlorella vulgaris-тің ақуыз, полисахаридтер және 
амин қышқылдары сияқты биологиялық белсенді заттардың жинақталғанын 
көрсетті. УФ-спектрофотометрия хлорофилл a мөлшерінің артқанын көрсетті. 
Практикалық құндылық. Зерттелген Тамийя қоректік ортасының бұл химиялық 
модификациясы Chlorella биомассасындағы биологиялық белсенді заттардың 
мақсатты түрде көбеюіне мүмкіндік береді.

Түйін сөздер: темір нанобөлшектері, хитозан, биологиялық белсенді заттар, 
микробалдыр, Chlorella vulgaris, химиялық модификация, Тамия өсіру ортасы
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Аннотация. Актуальность. Синтез и применение наночастиц железа с ма-
лыми размерами, большой удельной поверхностью, различными формами, ма-
лой токсичностью, уникальными физико-химическими и антибактериальными 
свойствами является актуальным при химической модификации питательной 
среды для культивирования микроводоросли хлорелла Chlorella vulgaris. Мето-
ды. Наночастицы железа были получены методом химического восстановления 
боргидридом натрия и стабилизацией биополимером хитозаном. Методами оп-
тического анализа установлена морфология и размеры наночастиц. Наночасти-
цы железа имеют средний размер 50-80 нм, черный цвет и аморфную структуру. 
ИК-спектроскопия наночастиц показала характерное растяжение NH-групп хи-
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тозана и Fe-O связей железа, что подтверждает стабилизирующую роль хитоза-
новой матрицы. Химическая модификация стандартной среды Тамийя осущест-
влялась внесением 5 г/л мочевины и смеси из 5г/л мочевины и 0.55 мг/л нано-
частиц железа. Основные выводы. Методами оптического, микроскопического, 
ИК-Фурье-спектрометрического и УФ-спектрофотометрического анализов по-
казали эффективность мочевины и наночастиц железа в химической модифи-
кации культуральной среды хлореллы. При этом прирост биомассы увеличился 
на 28-50 %, концентрации элементов возросли в 2 раза для Al, Cu, Cr, K, в 5 раз 
для Li, Mn, в 10 раз для Fe и в 13 раз для Mg, содержание общего азота и сырого 
протеина возросло в 2 раза. ИК-спектрометрическое исследование химическо-
го состава Chlorella vulgaris показало накопление таких биологически актив-
ных веществ, как белки, полисахариды, аминокислоты. УФ-спектрофотометри-
ческий анализ показал накопление хлорофилла а. Практическая значимость. 
Изученная химическая модификация питательной среды Тамийя представляет 
возможность целенаправленного увеличения биологически активных веществ в 
биомассе хлореллы.

Ключевые слова: наночастицы железа, хитозан, биологически активные 
вещества, микроводоросль, Chlorella vulgaris, химическая модификация, 
питательная среда Тамийя

Финансирование: Работа выполнена при финансовой поддержке Комитета 
науки Министерства науки и высшего образования Республики Казахстан, 
грант АР23488216 «Разработка технологии химической модификации 
культивирования хлореллы с применением биополимеров и наночастиц для 
создания биологически активных веществ».

Введение. Анализ литературных данных показывает устойчивую тенденцию 
в области синтеза и применения наночастиц (НЧ) железа в различных отраслях 
науки и техники, в том числе в химической модификации состава биологически 
активных веществ (БАВ) на основе живых объектов (рисунок 1). 

Рисунок 1. Сведения о публикациях по синтезу и применению НЧ железа.
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Широкое распространение НЧ железа связано с их малыми размерами, 
большой удельной поверхностью, различными формами и уникальными физико-
химическими и антибактериальным свойствами. Также отмечается их менее 
выраженная токсичность по сравнению с НЧ серебра, золота и др. (Kumar, et 
al., 2023; Hussain, et al., 2023; Ashrafi-Saiedlou, et al., 2025). Существующие 
методы синтеза НЧ железа делятся на физические, химические и биологические 
(Xu, et al., 2022). В отличие от других методов химический синтез основан на 
восстановлении ионов металла до НЧ с помощью восстановителя. Отличием 
химического метода является то, что можно получить НЧ металлов с заданными 
параметрами: наноразмерность и форма. Также при необходимости можно 
выделить НЧ из реакционной среды, не теряя их функциональной активности. 
Главной задачей в химическом методе является стабилизация полученных НЧ, 
так как они подвержены агрегации и обратному превращению в ионы металла. 
Выбор стабилизатора является главной задачей в химическом синтезе.

В связи с разработкой новых методов химического синтеза экологически 
чистых НЧ железа приоритетными стабилизаторами являются природные 
и нетоксичные материалы, к числу которых относятся такие природные 
полимеры, как хитозан. Биополимер хитозан благодаря биоразлагаемости, 
биосовместимости, своим терапевтическим свойствам может безопасно 
взаимодействовать с живыми организмами, что позволит использовать его в 
сельском хозяйстве для получения биоактивных добавок для почвы, растений и 
животных (Hisham, et al., 2024; Jiménez-Gómez, et al., 2020).

Хитозан является одним из дешевых и доступных среди биополимеров. 
Благодаря наличию активных амино- и гидроксильных функциональных групп 
в химической структуре (рисунок 2), хитозан обладает такими уникальными 
свойствами как поликатионность, хелатируемость и пленкообразуемость.

 

Рисунок 2. Химическая формула хитозана.

Поликатион хитозан играет стабилизирующую роль за счет взаимодействия 
функциональных групп с НЧ и приводит к их коллоидной устойчивости [Протас 
и др., 2014]. Стабилизированные хитозаном НЧ железа могут быть использованы 
для химического модифицирования питательной среды при культивировании 
микроводоросли хлореллы Chlorella vulgaris.  Важной особенностью 
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микроводоросли является ее способность менять свой химический состав 
в зависимости от питательной среды, что позволяет получить культуру с 
необходимым набором питательных компонентов (белка до 88%, липидов до 
86%, углеводов до 38%) (Kendirlioglu, et al., 2019).

Модификация методов культивирования микроводоросли Chlorella vulgaris 
для их максимального роста и развития, включает создание и изучение физико-
химических условий выращивания, таких как температура, освещение, pH, 
концентрации CO2 и питательных веществ (Богданова и др., 2019; Deniz, 
2020; Дудина и др., 2023). На содержание белка, углеводов, липидов и других 
химических компонентов в хлорелле значительно влияет концентрация и 
доступность питательных веществ, таких как макроэлемент азот и микроэлемент 
железо. Например, концентрация и химическая форма азота в питательной среде 
оказывают влияние на рост клеток и белковой биомассы хлореллы, поскольку 
азот является ключевым компонентом аминокислот и белков (Amin, et al., 2013; 
Yuniarti, et al., 2023). Концентрация железа определяет содержание хлорофилла 
и активизирует фотосинтетическую деятельность микроводоросли (Плутахин и 
др., 2017). 

Целью данной работы является синтез НЧ железа с применением 
восстановителя боргидрида натрия и стабилизатора хитозана,  а также 
исследование влияния различных питательных сред с содержанием мочевины 
и НЧ железа на рост биомассы и химический состав БАВ микроводоросли 
Chlorella vulgaris.

Материалы и методы. Получение НЧ железа проводили химическим методом 
путем восстановления катиона железа в растворе FeCl3

.6Н2О боргидридом 
натрия в присутствии экологического и нетоксичного стабилизатора хитозана 
в соотношении матрица:биополимер 3,7.10-3 М : 0,15% (Верная и др., 2019; 
Jaha, et al., 2024). ИК-спектроскопический анализ НЧ железа и сухой биомассы 
хлореллы проводили на ИК Фурье-спектрометре ФТ-801 с ATR-приставкой 
при длинах волн от 400 до 4000 см-1. Исследование морфологии нанопорошка 
железа и клеток микроводоросли проводили на низковакуумном растровом 
электронном микроскопе (РЭМ) JSM-6390 LV компании «JEOL» с системой 
рентгеноспектрального микроанализа INCA ENERGY 250 фирмы «OXFORD 
INSTRUMENTS» (Jaha, et al., 2024). Размеры НЧ железа определяли методом 
динамического лазерного светорассеяния с помощью Malvern Zetasizer NanoZS 
90. 

Для культивирования микроводоросли использовали коммерческий штамм 
Chlorella vulgaris ИФР № С-111 и три вида питательных сред: стандартная 
среда Тамийя (среда 1) и две модифицированные среды Тамийя (среда 2 и среда 
3). Стандартная среда Тамийя характеризовалась следующим составом (г/л): 
KNO3 – 5.0; MgSO4 

.7H2O – 2.5; KH2PO4 – 1.25; FeSO4 x 7H2O – 0.003; H3BO3 
– 2.86; MnCl2 x 4H2O – 1.81; C10H16N2O8 – 0.044; ZnSO4 x 7H2O – 0.222; MoO3 
– 0.01764; NH4VO3 – 0.0226. С целью увеличения белковой массы химическое 
модифицирование среды 2 проводили добавлением в стандартную среду Тамийя 
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5 г/л мочевины. Для получения модифицированной среды 3 в стандартную 
среду Тамийя добавляли 5г/л мочевины, 0.55 мг/л НЧ железа и 0.94 мкг/л 
хитозана. Процедуру культивирования проводили в лабораторных условиях 
в светонепроницаемом гроубоксе при температуре 28±2°C и искусственном 
освещении с интенсивностью 3000 лк, рН среды 7-9. Фотопериод составлял 16 
ч света, 8 ч темноты. Микроводоросль выращивали в прозрачных стеклянных 
колбах, заполненных культурой и питательной средой в объемном соотношении 
1:5. Суспензию микроводоросли непрерывно перемешивали потоком воздуха со 
скоростью 3 л/ч и концентрацией СО2 в воздушной смеси 0,03%. Эксперименты 
проводили в трехкратной биологической и аналитической повторностях. Рост 
биомассы хлореллы определяли оптическим и микроскопическим методами. 
Измерение оптической плотности суспензии проводили ежедневно в течение 5 
суток с помощью УФ-видимого спектрофотометра Specord 210 plus при длине 
волны 685 нм.

Микроскопическое изучение суспензии хлореллы проводили путем 
ежедневного подсчета общего количества клеток в камере Горяева при 
х400 увеличении с помощью светового бинокулярного микроскопа LOMO. 
Выделение НЧ железа из коллоидного раствора и биомассы хлореллы из 
суспензии проводили центрифугированием при оборотах 1500 мин-1 в течение 3 
минут. Выделенные НЧ железа и биомассу хлореллы сушили в лиофилизаторе 
Scientz-12 при температуре – 59.1 �С. Массовую долю общего азота (WN, %) и 
содержание сырого протеина (Wпp, %) в биомассе хлореллы определяли методом 
Кьельдаля и рассчитывали по формулам 1 и 2: 

   (1)

где V1 – объем H2SO4 в приемнике, мл; СN1 – нормальная концентрация 
H2SO4, ммоль/мл; V2 - объем раствора гидроксида натрия, израсходованного 
на титрование, мл; CN2- нормальная концентрация NaOH, ммоль/мл; 14 - 
атомная молярная масса азота, m – навеска сухой биомассы хлореллы, г; 
1000-коэффициент пересчета мг атомной массы азота в г.

  (2)

где 6.25 - коэффициент перевода массовой доли азота в массовую долю сырого 
протеина, N - масса азота в анализируемой пробе (г/кг), пересчитанная из WN 
(%); 0,1 - коэффициент, переводящий единицы массовой доли (г/кг) в проценты.

Элементный анализ сухой биомассы хлореллы проводили оптико-
эмиссионным методом на спектрометре EXPEC 6500. 

Спектрофотометрический анализ хлорофиллов и каротиноидов проводили 
экстракцией ацетоном при длинах волн 542.5, 663 и 645 нм, соответствующих 
спектрам поглощения каротиноидов, хлорофилла а и хлорофилла b. 
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Концентрации (С, мг/л) хлорофиллов a, b и каротиноидов рассчитывали по 
формулам 3-5 (Iriani, et al., 2024):

С хлорофилл a = (12.7 . D663) – (2.69 . D645)	 (3)

С хлорофилл b  = (22.9 . D645) – (4.68 . D663) 	 (4)

Скаротиноидов = 4.75 . D542.5 – 0.226 . D663+645 	 (5)

Результаты и обсуждение. На рисунке 1 представлен нанопорошок 
нейтрального железа, синтезированный химическим методом с применением 
восстановителя боргидрида натрия и стабилизатора хитозана.  Восстановление 
НЧ железа протекает по химической реакции, приведенной в работе [Xu, et al., 
2022]:

4Fe3+ + 3BH4
- + 3H2O → 4Fe0↓ + 6H2↑ + 3H2BO-

Стабилизация наночастиц протекает за счет структурного взаимодействия 
НЧ железа с аминогруппами хитозана, что подтверждается также результатами 
ИК-спектрометрического анализа (рисунок 3).

Рисунок 3. ИК-спектры НЧ железа, стабилизированных хитозаном.

ИК-спектры железа с хитозаном показали характерный пик при 3289,37 
см-1, что объясняется растяжениями -OH и -NH групп хитозана (Jaha, et al., 
2024, Лялина и др., 2022). Синтезированные наночастицы показали пик при 
526.85 см-1, что соответствует растяжению Fe-O. Структура хитозана также 
демонстрирует режимы растяжения C-O-C в области 1315.97, 1373.72 см-1, 
подтверждающие включение хитозановой полимерной матрицы в синтезируемые 
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НЧ. Полиэлектролиты и другие поверхностно-активные вещества могут 
модифицировать поверхность НЧ посредством физического осаждения и 
химических связей, что приводит к электростатическому и пространственному 
отталкиванию и преодолению агрегации между частицами, вызванной ван-дер-
Ваальсовыми и магнитными силами.

Полученные НЧ железа имеют черный цвет и аморфную структуру (рисунок 
4).  

Метод РЭМ показывает, что полученный нанокомпозит почти полностью 
покрыт полимерной пленкой хитозана, что обеспечивает стабилизацию НЧ 
железа (рисунок 5). Средний размер НЧ железа составил 50-80 нм (рисунок 6).

Рисунок 4. Наночастицы железа, полученные с 
применением биополимера хитозана и боргидрида 

натрия.

Рисунок 5. РЭМ-изображение НЧ железа 
с хитозаном.

Рисунок 6. Размеры наночастиц железа.

Низкая токсичность НЧ железа, стимулирующее влияние на синтез 
железосодержащих ферментов, пролонгированность действия на 
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фотосинтетическую деятельность биосистемы являются предпосылками для 
использования их в качестве биостимулятора роста хлореллы. 

Также для физиологии и роста клеток микроводоросли очень важен источник 
азота, которым является мочевина.  

На рисунке 7 представлена динамика изменения оптической плотности 
суспензии (рис. 7а) и количества клеток (рис. 7б) микроводоросли Chlorella 
vulgaris (685 нм) в зависимости от продолжительности культивирования для 
трех питательных сред.

Как видно из рисунка 7, в течение первого дня эксперимента оптическая 
плотность культуры и концентрация клеток во всех питательных средах 
изменялись менее заметно, что может быть связано с адаптацией клеток к 
условиям среды. Со 2-го дня наблюдалось увеличение оптической плотности и 
количества клеток культуры во всех средах, которое указывает на рост биомассы 
и жизнеспособность микроводоросли. Результаты измерений показали, что 
все три питательные среды стимулируют рост Chlorella vulgaris, однако 
модифицированная среда 3 демонстрирует большую эффективность в увеличении 
биомассы микроводорослей, при этом на 4 сутки их культивирования прирост 
биомассы в этой среде на 28-50 % больше, чем в средах 1 и 2. Значительный 
рост биомассы в среде 3 объясняется присутствием мочевины и НЧ железа 
(Плутахин и др., 2017; Gasanova, et al., 2019). Сухая биомасса микроводоросли, 
культивированной на модифицированных средах, увеличилась на 11% по 
сравнению со стандартной средой 1.

(a) (b)
Рисунок 7. Динамика роста микроводоросли Chlorella vulgaris в стандартной и 

модифицированных средах Тамийя: изменение оптической плотности (a), количество клеток (b).

На рисунке 8 представлены РЭМ микрофотографии микроводоросли Chlorella 
vulgaris.
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Рисунок 8. Сканирующая электронная микрофотография Chlorella vulgaris.

На сканирующих электронных микрофотографиях видно, что клетки 
микроводоросли имеют чаще округлую и реже овальную форму со средними 
размерами 2-3 мкм.

В результате элементного анализа изучено содержание наиболее 
распространенных элементов в сухой биомассе хлореллы (таблица 1).

Таблица 1 – Результаты элементного анализа сухой биомассы хлореллы.
Питательная среда Содержание элементов, мг/г

Al Cu Cr Fe

1 2 3 4 

Среда 1 0.731±0.005 0.368±0.001 0.496±0.001 0.239±0.001
Среда 2 0.758±0.002 1.321±0.003 1.042±0.003 1.833±0.004
Среда 3 1.621±0.001 1.323±0.002 1.039±0.002 2.429±0.003

Питательная среда Содержание элементов, мг/г
K Li Mg Mn
5 6 7 8

Среда 1 2.088±0.002 0.014±0.001 0.704±0.007 0.019±0.001
Среда 2 4.458±0.003 0.3875±0.01 7.562±0.003 0.09125±0.003
Среда 3 4.329±0.001 0.0744±0.002 9.829±0.004 0.102±0.002

  
Данные элементного анализа показали увеличение концентрации всех 

элементов в хлорелле, культивированной на модифицированных средах в 2 раза 
для Al, Cu, Cr, K, в 5 раз для Li, Mn, в 10 раз для Fe и в 13 раз для Mg. Добавление 
в питательную среду мочевины и НЧ железа оказывает стимулирующее 
действие на накопление жизненно важных компонентов, которые усиливают 
рост биомассы хлореллы. 
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С целью подтверждения и наличия в хлорелле белков было проведено ИК-
спектрометрическое исследование биомассы (рисунок 9, таблица 2). 

 

Рисунок 9. ИК-спектры микроводоросли Chlorella vulgaris.

Идентификация спектров показала наличие:
валентных колебаний ОН-, NH- групп при 3286.54 см-1 для воды, 

полисахаридов и белков;
валентных колебаний NH- и СН- групп при 2925.48 см-1 для полисахаридов, 

аминокислот и белков;
валентных колебаний C=O при 1645.66; 1538.39; 1451.66 и 1393.76 см-1 для 

белков
валентных колебаний СО- и деформационных колебаний ОН- при 1240,00 

см-1 для спиртов;
валентных колебаний при 1076.77 и 1020.37 см-1 возможно для карбонильных 

соединений (Ponnuswamy, et al., 2013).
В целом, изученный спектр показывает способность хлореллы к накоплению 

белка - основного компонента в химическом составе микроводоросли.
В результате химического анализа выявлены невысокие концентрации белка 

и общего азота в сухой биомассе хлореллы. Содержание общего азота и сырого 
протеина в хлорелле, выращенной на всех питательных средах приведено в 
таблице 2. 
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Таблица 2 - Содержание общего азота и сырого протеина в Chlorella vulgaris, культивированной 
в стандартной и модифицированной средах Тамийя.

Содержание БАВ Питательная среда
Среда 1 Среда 2 Среда 3

Общий азот (%) 2.0 2.3 4.2
Сырой протеин (%) 12.5 14.7 27.4
Хлорофилл a (мг/л) 29.39 30.20 31.17
Хлорофилл b (мг/л) 52.64 49.93 25.66
Каротиноиды (мг/л) 0.38 0.82 0.38

Невысокую концентрацию общего азота и сырого протеина в биомассе 
хлореллы, культивированной на среде Тамийя, можно объяснить тем, что 
маточная культура микроводоросли Chlorella vulgaris адаптирована к базовой 
среде Богданова и на среде Тамийя возможен стрессовый эффект в первом цикле 
развития. Тем не менее, при модифицировании среды наблюдается увеличение 
содержания общего азота и сырого протеина в 2 раза. Представленные в таблице 
2 результаты содержания хлорофиллов a, b и каротиноидов, показывают 
хорошую фотосинтетическую деятельность микроводоросли и ее активный рост 
в начале цикла. Последующее снижение концентрации пигментов позволяют 
предположить завершение 1 цикла развития хлореллы и необходимость перехода 
на новый цикл культивирования.

Таким образом, полученные нами экспериментальные данные демонстрируют 
высокие биостимулирующие свойства мочевины и НЧ железа для модификации 
питательной среды микроводоросли Chlorella vulgaris.

Заключение. Методом химического восстановления со стабилизацией хито-
заном синтезированы наночастицы железа со средним размером 50-80 нм. Физи-
ко-химическими методами проведена идентификация полученных наночастиц. 
Проведена химическая модификация питательной среды Тамийя с применением 
наночастиц железа и мочевины. Изучено влияние различных питательных сред 
Тамийя на физико-химические показатели (оптическая плотность, количество 
клеток, содержание общего азота и сырого протеина, хлорофиллов a и b, каро-
тиноидов) микроводоросли Chlorella vulgaris. Модифицирование питательных 
сред приводит к росту биомассы, увеличению содержания БАВ – общего азота, 
сырого протеина, макро- и микроэлементов, пигментов. Полученные результаты 
показывают возможность целенаправленного увеличения белковой биомассы 
хлореллы путем модифицирования питательной среды.  
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