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Микроводоросли и цианобактерии являются 
основными первичными продуцентами органиче-
ского вещества биосферы: по современным оцен-
кам, их вклад в общую продукцию органического 
углерода составляет 40‒50% [1]. Кроме того, эти 
организмы имеют более высокую эффективность 
фотосинтеза по сравнению с высшими растения-
ми [2]. Клетки микроводорослей и цианобактерий 
содержат значительное количество белка, различ-

ные углеводы, полярные и нейтральные липиды 
с богатым набором жирных кислот (ЖК), вклю-
чая незаменимые полиненасыщенные ЖК (ω-3 
ПНЖК). Эти организмы также способны синтези-
ровать пигменты разных классов, витамины, сте-
рины, вторичные метаболиты, включая антибио-
тики и токсины [3]. Благодаря этому микроводо-
росли могут быть использованы в самых разных 
областях биотехнологии: для получения различных  

Список сокращений: АК – арахидоновая кислота; BCA – бицинхониновая  кислота; г с.м. – г сухой массы; ДСН – доде-
цилсульфат натрия; ЖК – жирные кислоты; МЭЖК – метиловые эфиры жирных кислот; о. е. – относительные единицы; 
ПНЖК – полиненасыщенные жирные кислоты; ОП750 ‒ оптическая плотность при 750 нм; СЖК – свободные жирные кислоты; 
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Исследования последних десятилетий показали, что микроводоросли и цианобактерии имеют 
огромный биотехнологический потенциал: они могут быть использованы для получения различных 
пищевых красителей, в качестве пищевых и кормовых добавок, в производстве косметики, 
фармацевтических препаратов, биотоплива, биоудобрений и в фикоремедиации сточных вод. 
Также стало очевидным, что применение микроводорослей экономически целесообразно только в 
том случае, когда их биомасса используется для получения сразу нескольких целевых продуктов, 
включая высокоценные соединения. С целью поиска штаммов, которые отличаются высоким 
содержанием нескольких соединений и/или высокой продуктивностью по биомассе, были 
исследованы ростовые характеристики и биохимический состав 12 штаммов микроводорослей и 
цианобактерий из коллекции IPPAS ИФР РАН в экспоненциальной и стационарной фазах роста. 
Было показано, что все изученные штаммы отличаются высокими скоростями роста (время удвоения 
6‒22 ч). Штаммы Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200, Chlorella sp. IPPAS C-1210, Nannochloris sp. 
IPPAS C-1509, Cyanidium caldarium IPPAS P-510 и V. punctata IPPAS H-242 имеют наиболее высокий 
биотехнологический потенциал и могут быть использованы для разработки технологий получения 
различных видов биотоплива, пигментов, кормовых и пищевых добавок, ω-3 полиненасыщенных 
жирных кислот, включая эйкозапентаеновую кислоту (20:5 Δ5,8,11,14,17).

Ключевые слова: микроводоросли, цианобактерии, биохимический состав, жирные кислоты, 
ценные метаболиты, ростовые характеристики
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пищевых красителей, в качестве пищевых и кормо-
вых добавок, в производстве косметики, фармацев-
тических препаратов, биотоплива, биоудобрений, а 
также для фикоремедиации сточных вод [4‒7].

По современным оценкам водоросли и циано-
бактерии представлены около 72 500 видами [8], 
из которых в коллекциях исследователям доступ-
но в виде чистых культур порядка 4 600 видов ми-
кроводорослей (http://gcm.wfcc.info/strains.jsp). 
Биохимический состав и биотехнологический по-
тенциал детально изучен только у представителей 
нескольких сотен видов [9], а промышленно куль-
тивируется несколько десятков штаммов, отно-
сящихся в основном к родам Arthrospira. Aphani-
zomenon (Cyanophyta), Chlorella, Haematococcus, 
Dunaliella, Scenedesmus, Tetraselmis (Chlorophy-
ta), Nannochloropsis, Phaeodactylum (Ochrophyta) 
[3, 10]. Таким образом, биотехнологический по-
тенциал микроводорослей остается еще в значи-
тельной степени неисследованным, а поиск но-
вых штаммов и изучение их биохимии и физио-
логии является актуальной задачей современной 
биотехнологии микроводорослей.

Основной проблемой развития биотехноло-
гии микроводорослей является высокая себе-
стоимость конечного продукта по сравнению 
с гетеротрофными продуцентами, обусловлен-
ная в основном тем, что рост и плотность куль-
туры микроводорослей ограничены светопрони-
цаемостью среды [10]. Исследования последних 
лет показали, что даже при максимальных ско-
ростях роста и максимальной продуктивности по 
целевому продукту, использование микроводоро-
слей для производства какого-то одного продук-
та, даже при его высокой стоимости, является не-
рентабельным [2, 10, 11]. Современные подходы в 
биотехнологии микроводорослей заключаются в 
поиске путей наиболее полной переработки био-
массы микроводорослей. По аналогии с концеп-
цией полной переработки сырья в различные цен-
ные продукты (refinery), которая широко исполь-
зуется в современной нефтеперерабатывающей 
промышленности, когда из ископаемой нефти 
производят топливо, пластмассы, пластификато-
ры, краски, антикоррозионные вещества и мно-
гое другое, подход, при котором биомассу преоб-
разуют в ряд биопродуктов и разные виды биоэ-
нергии, назвали биорафинированием (biorefinery) 
[10, 12, 13]. Например, оставшуюся после полу-
чения биодизеля биомассу, богатую углеводами, 
можно использовать в качестве субстрата для пе-
реработки бактериями и получать этанол и метан 
[11]. Биомассу микроводорослей, имеющих высо-

кое содержание ПНЖК [14] и каротиноидов [4], 
используемых в аквакультуре, сельском хозяйстве 
и пищевой промышленности, после выделения 
целевых продуктов можно использовать для по-
лучения белковых кормовых добавок, биоудобре-
ний, пластификаторов, субстрата для переработ-
ки бактериями в биотопливо [10, 12]. Появляет-
ся все больше исследований о фармацевтическом 
действии различных соединений, получаемых из 
микроводорослей: это пигменты (хлорофилл, ка-
ротиноиды, фикобилины), запасные углеводы и 
экзополисахариды, отдельные классы липидов 
[5, 15‒17]. В силу приведенных фактов, при по-
иске новых штаммов, перспективных для биотех-
нологического использования, ра зумно не только 
отбирать штаммы по одному целевому соедине-
нию, но и проводить максимально полное иссле-
дование биохимического состава для выявления 
их полного потенциала. Преимущество должно 
отдаваться штаммам, имеющим высокое содержа-
ние нескольких соединений и/или отличающихся 
высокой продуктивностью по биомассе.

Целью настоящей работы было исследование 
12 штаммов из коллекции IPPAS ИФР РАН, выде-
ленных из различных местообитаний, в том числе 
из экстремальных, и относящихся к отделам Cy-
anophyta, Rhodophyta, Chlorophyta и Ochrophyta 
для оценки их биотехнологического потенциала. 
Для этих штаммов впервые были получены дан-
ные по скорости роста, по содержанию пигмен-
тов, общего белка, запасных углеводов и суммар-
ных липидов (СЛ), а также по ЖК составу СЛ. 
Биохимический состав был исследован на разных 
стадиях роста: в экспоненциальной фазе, когда 
клетки активно делились, и при переходе в стаци-
онарную фазу, когда рост был лимитирован недо-
статком света и низкой концентрацией питатель-
ных элементов. Особое внимание было уделено 
подбору методов, позволяющих дать наиболее ре-
альную оценку содержания целевых продуктов

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штаммы микроводорослей
В работе были использованы 12 аксеничных 

штаммов коллекции микроводорослей и циано-
бактерий IPPAS ИФР РАН (табл. 1).

Условия культивирования
Исходные культуры штаммов цианобактерий, 

зеленых и охрофитовых водорослей поддержи-
вали на агаризованных средах в пробирках или 
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чашках Петри, штаммы красных водорослей под-
держивали на жидкой среде (табл. 2). Перед нача-
лом эксперимента все штаммы переводили в жид-
кие культуры и подращивали 10‒14 сут в колбах 
со 100 мл среды культивирования при температу-
ре 22 °C и постоянном освещении с интенсивно-
стью 30 мкмоль квантов/(м2 ∙ сек).

Интенсивное культивирование производили 
в специально разработанной в лаборатории уста-
новке [18], в сосудах с 250 мл соответствующей 
среды для культивирования, при двустороннем 
освещении флуоресцентными лампами с интен-
сивностью 110 мкмоль квантов/(м2 ∙ сек) с каждой 
стороны и с аэрацией стерильной газовоздуш-
ной смесью, обогащенной CO2 до концентрации 
1,5‒2,0%. Температурный режим культивирова-
ния выбирали в соответствии с температурным 
оптимумом роста каждого штамма (табл. 2).

Для адаптации к условиям интенсивного куль-
тивирования каждую культуру предварительно вы-
ращивали до экспоненциальной фазы в указанных 
условиях, затем разбавляли свежей средой до ОП750 
0,03‒0,25 и распределяли по трем сосудам, в кото-
рых производился эксперимент. Пробы для опре-
деления сухой массы, пигментного состава и со-
держания общего белка, запасных углеводов и СЛ, 
а также для определения ЖК состава СЛ отбирали 
в конце экспоненциальной фазы (на 3-и сут) и при 
переходе к стационарной фазе (на  8‒9-е сут, в за-
висимости от штамма). При этом из каждого сосу-
да отбирали по 30‒40 мл суспензии и смешивали в 
одну общую пробу. Из общей пробы отбирали три 
пробы по 2‒15 мл – для определения сухой массы, 
три пробы по 0,5‒2 мл – для определения содержа-
ния пигментов, три пробы по 5 мл – для определе-
ния содержания общего белка, три пробы по 2 мл – 

Та бл и ц а  1
Места обитания и физиологические особенности изучаемых штаммов 
Habitats and physiological traits of the studied strains

Шифр штамма 
IPPAS Вид Местообитание выделенного штамма Заявленные физиологические 

особенности

Cyanophyta
B-1200 Cyanobacterium sp. Казахстан, оз. Балхаш; соленость  

3,5–6 г/л; температура воды 15–17 °С 
Галоалкалотолерантный, 
холодоустойчивый

Chlorophyta
C-7 Ch. sp. Не известно Психрофильный, температур-

ный оптимум роста 15°С

C-15 Chlorella vulgaris Не известно Термофильный
C-1210 Ch. sp. Казахстан, оз. Иссык; температура 

воды 13 °С
Холодоустойчивый

C-1509 Nannochloris sp. Россия, оз. Шира; соленость 9 г/л Галоалкалотолерантный

Rhodophyta, Cyanidiophyceae
P-500 Galdieria partita Россия, Камчатка, кальдера вулкана 

Узон, кислый термальный источник
Термоацидофильный

P-507 G. maxima Россия, о. Кунашир, Большая Ку-
рильская гряда, кислый термальный 
источник; температура 37 °С, pH 2–4

То же

P-508 G. daedala То же »»

P-513 G. sulphuraria Япония, горячий источник »»
P-510 Cyanidium caldarium Россия, Камчатка, кальдера вулкана 

Узон, кислый термальный источник
»»

Ochrophyta, Eustigmatophyceae
C-70 Vischeria sp. Россия, Москва, сосуд с 

водопроводной водой на окне
‒

H-242 V. punctata Швейцария, Штабельход, почва ‒
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Та бл и ц а  2
Условия хранения и культивирования изучаемых штаммов 
Conditions of the strain maintenance and cultivation 

Номер  
штамма Вид Среда для хранения Среда для 

культивирования
Температура 

культивирования, °С
B-1200 Cyanobacterium sp. Заррука мод. [19] 32
C-7 Chlorella sp. Тамия [20]* 27
C-15 Ch. vulgaris То же 28
C-1210 Ch. sp. BG-11 [21]** 32
C-1509 Nannochloris sp. Заррука мод. 27
P-500 Galdieria partita Аллен [22] 40
P-507 G. maxima То же 40
P-508 G. daedala » » 40
P-513 G. sulphuraria » » 40
P-510 Cyanidium caldarium » » 40
C-70 Vischeria sp. Тамия Тамия, BBM-3N [22] 29
H-242 V. punctata Прат [22] То же 29

  *С добавлением раствора Fe–ЭДТА, как в [19] (Supplemented by Fe–EDTA solution as described in [19]).
**С добавлением 20 мМ HEPES (Supplemented by 20 mM HEPES).

для определения содержания запасных углеводов и 
одну пробу объемом 20‒45 мл – для определения 
содержания СЛ и их ЖК состава. Все пробы для 
биохимического анализа осаждали центрифугиро-
ванием и затем из них тщательно удаляли надоса-
дочную жидкость. Пробы для определения содер-
жания пигментов, общего белка и запасных угле-
водов хранили при ‒20 °С. Пробы для определения 
СЛ и их ЖК состава перед замораживанием сна-
чала фиксировали в течение 10 мин при 65 °С в 
5‒7 мл горячего изопропилового спирта, содержа-
щего 20 мг/л ионола в качестве антиоксиданта. За-
тем пробы анализировали, как описано ниже.

Анализ проб
Измерение скорости роста и продуктивно-

сти. Все использованные реактивы производства 
Sigma-Aldrich, США, если не указано иное. Рост 
культуры оценивали по изменению ОП750 культу-
ры и по приросту биомассы. Отобранные для из-
мерения сухой массы пробы осаждали центрифу-
гированием, промывали дистиллированной водой 
и высушивали полученный осадок в предвари-
тельно взвешенных емкостях в сушильном шка-
фу 24 ч при 80 °C.

Удельная скорость роста, µ, вычислялась по 
изменению ОП750 культуры по формуле (1)

                                             
,  (1)

где N1 и N2  ‒ ОП750 культуры, измеренные во вре-
мя t1 и t2, соответственно.

Время удвоения биомассы Тудв рассчитывали 
по удельной скорости согласно уравнению (2): 

                                          .  (2)

Конечную продуктивность Пк штаммов опре-
деляли по концентрации биомассы в конце 
культивирования.

Содержание Хл a, Хл b и каротиноидов
Измерения проводили спектрофотометриче-

ски в метанольном экстракте (по [23] с модифи-
кациями): клетки зеленых, красных и охрофито-
вых микроводорослей предварительно разрушали 
бусами на вибрационной мельнице Retsh MM400 
в течение 10 мин при частоте 30 кГц. Концентра-
цию пигментов (мг/л) рассчитывали по формулам: 

Хл а = ‒8,0962(A652‒A720)+16,52(A665‒A720)          (3)

Хл b = 27,44(A652‒A720)–12,17(A665‒A720)              (4)

Кар = (1000(A470‒A720)‒2,86 Хл а‒29,2Хл b)/221, (5)

где Ax – поглощение света при длине волны x,  Кар –  
концентрация суммарных каротиноидов [24, 25].

Концентрация общего белка 
Для полной экстракции белка и для того, что-

бы присутствие пигментов не влияло на спектр  µ =
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 поглощения реакционной смеси с бицинхони-
новым реагентом BCA1, клетки предваритель-
но разрушали в метанольном экстракте как опи-
сано выше для экстракции пигментов. Осадок 
промывали метанолом 2-3 раза до исчезновения 
окраски, затем метанол удаляли и осадок высу-
шивали при 37 °С. Затем осадок ресуспендирова-
ли в 0,6‒0,8 мл экстракционного буфера (50 мМ 
 трис-HCl (pH=6,8), 10мМ ЭДТА и 2% ДНС). Бе-
лок экстрагировали из клеточного дебриса в те-
чение ночи при комнатной температуре или в те-
чение 10 мин при 95 °C. Концентрацию белка 
вычисляли по калибровочной кривой, предвари-
тельно построенной по серии разведений бычьего 
сывороточного альбумина.

Экстракция запасных углеводов  
и определение их содержания

Экстракция проводилась как было описано ра-
нее ([26] с некоторыми модификациями). К замо-
роженному осадку добавляли 400 мкл  30%-ного 
(в/о) КОН и инкубировали 90 мин при 95 °С для 
растворения гранул запасных углеводов и деструк-
ции моно-, ди- и олигосахаридов. Затем запасные 
углеводы осаждали добавлением 1,2 мл этанола 
в течение ночи при ‒20 °С. Выпавшие в осадок 
углеводы собирали центрифугированием при 4 °С 
и 16 000 g в течение 60 мин. Полученный осадок 
подсушивали 15 мин при 60 °С и гидролизовали 
до глюкозы в 80 мкл 2 M НCl 30 мин при 95 °С. 
Полученный раствор нейтрализовали добавлени-
ем 80 мкл 2 M NaOH и 40 мкл 1 M фосфатного бу-
фера (pH 7) и разбавляли 200 мкл дистиллирован-
ной воды. Концентрацию глюкозы в полученном 
растворе определяли либо фенол-сернокислым 
методом, либо с помощью набора для определения 
концентрации глюкозы (GAGO20). Концентрацию 
крахмала определяли по калибровочной кривой, 
построенной по серии разведений глюкозы.

Содержание СЛ
Суммарные липиды оценивали газохромато-

графически в пересчете на количество этерифи-
цированных ЖК на 1 г сухой массы клеток. Для 
этого в каждую пробу с фиксированными в изо-
пропаноле клетками добавляли 200‒500 мкг мар-
гариновой кислоты (С17:0), используемой в каче-
стве внутреннего стандарта. Изопропанол упа-
ривали в вакууме и зафиксированные клетки 
гидролизовали в течение 1 ч при 80 °С в 20 мл 
1М раствора КОН в 80%-ном этаноле. Затем из-
быток растворителя удаляли на роторном испа-
рителе и добавляли к остатку 10 мл воды, после 

чего тремя порциями н-гексана экстрагировали 
неомыляемые компоненты (продукты деграда-
ции пигментов, стерины, фенольные соединения 
и др.).  Затем нейтрализовали КОН с помощью 
20%-ной серной кислоты до слабокислой реак-
ции (по индикаторной бумаге) и экстрагировали 
н-гексаном свободные жирные кислоты (СЖК), 
которые затем превращали в их метиловые эфи-
ры (МЭЖК). Для получения МЭЖК СЖК выдер-
живали 1 ч в колбе с обратным холодильником в 
смеси метанол‒ацетилхлорид (90 : 10 по объему) 
при температуре кипения смеси, после чего упа-
ривали растворитель in vacuo и экстрагировали 
МЭЖК н-гексаном. Качественный и количествен-
ный состав МЭЖК определяли с помощью газо-
жидкостного хроматографа Agilent 7890A (США) 
с масс-спектрометрическим детектором Agilent 
5975С, укомплектованного капиллярной колонкой 
DB-23 длиной 60 м и диаметром 0,25 мм. Осталь-
ные условия проведения анализа: газ носитель–
гелий, скорость потока 1  мл / мин, объем вводи-
мого образца 1 мкл, делитель потока 1 : 5, темпе-
ратура испарения 260 ºC. Программа градиента 
температуры анализа: от 130 до 170 ºC с шагом в 
6,5  ºC / мин; от 170 до 215 ºC с шагом в 2,5  ºC / мин, 
215 ºC в течение 25 мин, от 215 до 240 ºC с ша-
гом 40  ºC / мин; и окончательная стадия продолжи-
тельностью 50 мин при 240 ºC.  Рабочая темпера-
тура масс-спектрометрического детектора была 
240 ºC, энергия ионизации 70 эВ. Пики МЭЖК 
идентифицировали как по их совпадению с эта-
лонными спектрами библиотек NIST и Wiley, так 
и по их относительному времени удерживания и 
по значениям эквивалентной длины цепи.

Флуоресцентная микроскопия
Липидные глобулы в клетках микроводоро-

слей окрашивали флуоресцентным красителем 
BODIPY 505/515 (Invitrogen, США), специфиче-
ски связывающимся с нейтральными липидами 
[27]. Для окрашивания клеток пробы предвари-
тельно фиксировали в 4%-ном растворе формаль-
дегида в 0,1М натрий-фосфатном буфере (pH 7,2). 
Фиксированные пробы до анализа хранили при 
4 °С. Перед окрашиванием клетки трижды от-
мывали в 1 мл 0,1М натрий-фосфатного буфе-
ра (pH 7,2). Окрашивание проводили в BODIPY 
растворенном в 200 мкл 0,1М натрий-фосфатно-
го буфера до конечной концентрации 5 мкг/мл из 
исходного 0,1%-ного раствора в этаноле.  Осадок 
ресуспендировали в растворе красителя и остав-
ляли в темноте на 15 мин, после чего трижды 
промывали в 0,1М натрий-фосфатном  буфере. 
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 Флуоресцентный сигнал от красителя детекти-
ровали с помощью флуоресцентного микроскопа 
(Axio Imager Z2; Carl Zeiss, Германия) с исполь-
зованием набора фильтров № 44 (возбуждение 
475/40, пропускание 530/50).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Скорость роста и конечная продуктивность
У автотрофных накопительных культур вы-

деляют четыре основные фазы роста [28, 29]: 
лаг-фазу, экспоненциальную, линейную и стацио-
нарную. В лаг-фазе клетки адаптируются к новым 
условиям после инокуляции и рост отсутству-
ет. В экспоненциальной фазе роста рост культу-
ры не ограничен никакими внешними факторами, 
и биомасса увеличивается в геометрической про-
грессии с постоянной удельной скоростью μmax. 
При дос тижении культурой определенной плот-
ности, скорость ее роста начинает ограничиваться 
недостатком освещенности из-за эффекта самоза-

тенения [30, 31]. Культура переходит в линейную 
фазу, в которой удельная скорость роста посто-
янно снижается (μ(t)<μmax). Со временем начина-
ют играть роль и другие лимитирующие факторы: 
снижение концентрации питательных элементов, 
накопление токсических продуктов жизнедея-
тельности клеток в среде, это приводит к дальней-
шему снижению удельной скорости роста вплоть 
до нулевых значений. Фаза, в которой рост культу-
ры отсутствует (μ=0), называется стационарной. 
В стационарной фазе клетки могут прекратить де-
ление, но продолжать накапливать биомассу.

Рост культур всех исследованных штам-
мов описывался классической сигмоидной кри-
вой (рис. 1), но лаг-фаза ни у одной из культур не 
наблюдалась, так как культуры были предвари-
тельно адаптированы к условиям интенсивного 
культивирования.

Значения μmax, Тудв и Пк исследуемых штаммов 
приведены в табл. 3.

Штамм цианобактерии Cyanobacterium sp. 
 IPPAS B-1200 имел один из самых высоких 

Рис. 1. Кривые роста и удельные скорости роста исследованных штаммов, ♦ ‒ кривая роста, ■ – удельная скорость 
роста, μ

Fig.1. Growth curves and specific growth rates of the studied strains, ♦ ‒ growth curve, ■ – specific growth rate, μ
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 показателей μ, и Тудв в экспоненциальной фазе со-
ставило 7,9 ч. Однако экспоненциальная фаза у 
этого штамма длилась только 1 сут, и уже в нача-
ле линейной фазы время удвоения увеличивалось 
до 15,7‒35 ч. Пк Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200 
была ниже средних значений среди исследован-
ных штаммов и составила 4,4 г с. м. /л.

У штаммов зеленых микроводорослей значе-
ния μmax находились в диапазоне 0,98‒2,6 сут-1, 
что соответствует Тудв 17‒6,4 ч. Пк этих штаммов 
составляла 2,5‒8,9 г с. м./л. Штаммы Chlorella sp. 
IPPAS C-1210 и C. vulgaris IPPAS C-15 имели одни 
из самых высоких показателей μmax, кроме того, 
штаммы C. vulgaris IPPAS C-15 и Chlorella sp. 
 IPPAS C-7 отличались высокой продуктивностью. 

Важно отметить, что температурные оптиму-
мы роста не всегда соответствовали предполо-
жениям, основанным на происхождении иссле-
дуемых штаммов. Так, штамм C. vulgaris IPPAS 
C-15 был депонирован в коллекции как термофил. 
 Ростовые характеристики этого штамма были ис-
следованы при температурах 28 °С и 36 °С (рис. 2).

В экспоненциальной фазе роста разницы в 
μmax не было, однако, на более поздних стадиях 
роста культура имела более высокие показате-
ли μ и продуктивности при 28 °С. Поэтому даль-
нейшие биохимические исследования проводили 
на культуре, выращенной при этой температуре. 
Штамм Chlorella sp. IPPAS C-1210 был выде-
лен из озера, в котором температура даже летом 

опускается ниже 15 °С, однако температурный 
оптимум роста штамма находится в диапазоне 
28‒32 °С. Все дальнейшие исследования велись 
при температуре 32 °С.

Ацидотермофильные штаммы Cyanidiophy-
ceae в экспоненциальной фазе росли со време-
нем удвоения 13,3‒18,6 ч, что для штаммов этой 

Та бл и ц а  3
Ростовые характеристики исследуемых штаммов
The growth characteristics of studied strains

Номер штамма IPPAS Вид µmax , сут –1 Тудв , ч Пк , г с. м./л
B-1200 Cyanobacterium sp. 2,09 7,9 4,4
C-7 Chlorella sp. 1,03 16,1 7,8
C-15 Ch. vulgaris 1,89 8,8 8,9
C-1210 Ch. sp. 2,61 6,4 4,2
C-1509 Nannochloris sp. 0,98 17,0 2,5
P-500 Galdieria partita 1,18 14,1 7,0
P-507 G. maxima 1,24 13,4 3,6
P-508 G. daedala 0,89 18,6 12,9
P-513 G. sulphuraria 1,25 13,3 8,5
P-510 Cyanidium caldarium 0,97 17,1 6,8
C-70 Vischeria sp. 0,81 20,5 1,4
H-242 V. punctata 0,74 22,0 1,8

Примечание: μmax ‒ максимальная удельная скорость роста, Тудв ‒ время удвоения; Пк ‒ конечная продуктивность.
Note: (μmax), maximal specific growth rate; (Тудв), doubling time and (Пк) final productivity.

Рис. 2. Кривые роста штамма C. vulgaris IPPAS C-15 
при температурах культивирования 28 °С (-♦-)  и 
36 °С (--□--)

Fig. 2. Growth curves of strain C. vulgaris IPPAS C-15 
at 28 °С (-♦-) and 36 °С (--□--)
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группы в условиях автотрофного роста является 
очень хорошим показателем [32]. Штаммы G. sul-
phuraria IPPAS P-513 и G. maxima IPPAS P-507 
имели самые высокие значения μmax, но при этом 
и самую короткую экспоненциальную фазу роста 
(1 сут). Штамм G. partita IPPAS P-500 был спо-
собен поддерживать относительно высокую ско-
рость роста (среднее время удвоения 15 ч) в тече-
ние трех дней. Штаммы G. daedala IPPAS P-508, 
G. sulphuraria IPPAS P-513 и G. partita IPPAS 
P-500 имели одни из самых высоких показате-
лей по конечной продуктивности биомассы среди 
всех исследованных штаммов, однако такая высо-
кая конечная концентрация биомассы могла быть 
отчасти следствием повышенного испарения сре-
ды, так как культивирование происходило при 
температуре 42 °С.

Также необходимо отметить, что во время 
культивирования клетки всех штаммов Cyanidio-
phyceae имели тенденцию прикрепляться к сте-
клянным стенкам сосудов, таким образом умень-
шая освещенность и затрудняя сбор биомассы. 
Клетки штаммов G. maxima IPPAS P-507 и G. sul-
phuraria IPPAS P-513 характеризовались наиболь-
шей адгезией к стеклу, и поэтому наименее при-
годны для массового культивирования.

Самый медленный рост и самую низкую Пк 
показали штаммы Ochrophyta Vischeria sp. IPPAS 
C-70 и V. punctata IPPAS H-242. Это было связа-
но с тем, что состав среды Тамия, на которой рос-
ли эти штаммы при хранении и при интенсивном 
культивировании, не является для них оптималь-
ным. Среда Тамия содержит высокую концентра-
цию нитратов, фосфатов и ионов калия и магния, 
в ней отсутствуют ионы натрия. Эта среда опти-
мизирована для повышения выхода биомассы в 
накопительных культурах штаммов Chlorella и 
Scenedesmus [29]. Это подтвердилось для штам-
мов Chlorella sp. IPPAS C-7 и C. vulgaris IPPAS 
C-15, но, как оказалось, среда Тамия не подходит 
для штаммов Vischeria sp. IPPAS C-70 и V. punc-
tata IPPAS H-242. При культивировании штам-
мов в жидкой среде Тамия удлинялась лаг-фаза в 
культурах, адаптируемых к интенсивному росту, 
рост биомассы обоих штаммов останавливался 
на низких значениях. Для выращивания пресно-
водных и почвенных штаммов Eustigmatophyceae 
чаще всего используют среды BG-11 и BBM-3N 
[33‒35]. Сравнение роста V. punctata IPPAS H-242 
на этих двух средах и на среде Тамия показало, 
что на  BG-11 и  BBM-3N данный штамм растет су-
щественно быстрее, при этом скорости роста на 
средах BG-11 и BBM-3N отличались незначитель-

но (рис. 3). Однако в среде BG-11 клетки IPPAS 
H-242 были больше склонны к агрегации, поэто-
му была выбрана среда  BBM-3N как оптималь-
ная. На этой среде Пк культуры V. punctata IPPAS 
H-242 достигала 5‒6 г/л.

Среднее время удвоения биомассы автотро-
фно растущих микроводорослей составляет око-
ло 24 ч [36], время удвоения самых быстро деля-
щихся штаммов, Synechococcus elongatus UTEX 
2973 (Cyanophyta) и Picochlorum celery (Chloro-
phyta) составляет 1,9 и 2 ч, соответственно [37, 
38]. Все исследованные нами штаммы микрово-
дорослей имели скорость роста выше средней 
(табл. 3). По рос товым характеристикам и по про-
дуктивности наибольший интерес для биотехно-
логического применения представляют следую-
щие штаммы: Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200 
и Chlorella sp. IPPAS C-1210, отличающиеся вы-
сокой скоростью роста; штамм G. daedala IPPAS 
P-508 ‒ высокой продуктивностью; штамм C. vul-
garis IPPAS C-15 ‒ обоими показателями. Сто-
ит отметить, что штамм C. vulgaris IPPAS C-15 
имел высокие показатели продуктивности в ши-
роком диапазоне температур (28‒36 °С) при росте 
на среде Тамия, богатой нитратами и фосфатами. 
Таким образом, этот штамм обладает необходи-
мыми характеристиками для использования его в 
третичной очистке сточных вод с высоким содер-
жанием этих ионов [7].
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Рис. 3. Кривые роста штамма V. punctata IPPAS 
H-242 при культивировании на средах Тамия (-♦-), 
BG-11 (-□-) и BBM-3N (-▲-)

Fig. 3. Growth curves of strain V. punctata IPPAS 
H-242 grown on media Tamiya (-♦-), BG-11 (-□-) and 
BBM-3N (-▲-)
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Стоит отметить, что достоверной корреляции 
между показателями скорости роста и продук-
тивности у исследованных штаммов выявлено не 
было, что согласуется с наблюдениями Ogbonna, 
et al. [30]. На конечный выход биомассы влияла 
не только μmax, но и длительность экспоненциаль-
ной и линейной фаз, плотность изначального за-
сева и состав среды культивирования. Снижение 
удельной скорости роста свидетельствует о появ-

лении лимитирующих факторов: недостатке осве-
щенности, исчерпании запасов питательных ве-
ществ в среде, появлении токсичных продуктов 
метаболизма [29, 31]. Задачи оптимизации роста 
культур микроводорослей, таким образом, сво-
дятся к снижению роли лимитирующих факторов 
и включают в себя подбор оптимальных условий 
освещенности, температуры и сбалансированно-
го состава сред.

Рис. 4. Биохимический состав изучаемых штаммов в экспоненциальной (Эксп) и стационарной (Стац) фазах: а ‒ со-
держание хлорофилла и каротиноидов; b ‒ содержание общего белка, запасных углеводов и суммарных липидов. 
Обозначение штаммов см. табл 1
Fig. 4. Biochemical composition of algal strains in exponential (Exp) and stationary (Stat) growth phases. (a), chlorophyll 
and carotenoid content; (b), total protein, storage carbohydrate and lipid content. Designation of strains see in Table 1
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ХАРАКТЕРИСТИКА БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОГО ПОТЕНЦИАЛА ШТАММОВ

Биохимический анализ 

Пигментный состав. По пигментному со-
ставу изучаемые штаммы можно разделить на 
следующие группы. Штамм цианобактерии Cy-
anobacterium sp. IPPAS B-1200 и штаммы Cyan-
idiophyceae содержат Хл а, каротиноиды и фико-
билипротеины аллофикоцианин и фикоцианин. 
Штаммы Chlorophyta содержат Хл a, Хл b и ка-
ротиноиды. Штаммы Eustigmatophyceae содержат 
только хлорофилл a и каротиноиды. 

Содержание хлорофилла и каротиноидов в 
клетках изучаемых штаммов в экспоненциальной 
и в стационарной фазах роста показан на рис. 4а.

У большинства штаммов в экспоненциаль-
ной фазе содержание хлорофилла составля-
ло 4,5‒15 мг/г с.м., содержание каротиноидов 
2,5‒4,3 мг/г с.м., что согласуется с имеющимися 
данными по среднему содержанию этих пигмен-
тов в микроводорослях [3]. Значительно более вы-
сокое содержание хлорофилла и каротиноидов на-
блюдалось у штаммов Cyanobacterium sp. IPPAS 
B-1200, Nannochloris sp. IPPAS C-1509 и Chlorel-
la sp. IPPAS C-1210: 37–52 мг/г с. м. и 8,8 мг/г с.м., 
соответственно. Также при выращивании штам-
ма V. punctata IPPAS H-242 на среде BBM-3N со-
держание пигментов в экспоненциальной фазе 
возрастало по сравнению с культурой, выращен-
ной на среде Тамия: содержание хлорофилла a до 
16‒18 мг/г с.м., каротиноидов – до 5 мг/г с.м.

При переходе к стационарной фазе содержа-
ние как хлорофилла, так и каротиноидов сни-
жалось у большинства штаммов, за исключени-
ем Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200, G. maxima 
 IPPAS P-507 и V. punctata IPPAS H-242. У Cya-
nobacterium sp. IPPAS B-1200 и у P-507 содер-
жание обоих классов пигментов даже несколько 
возрастало.

Хотя ни один из исследованных штаммов не 
показал способности накапливать значительные 
количества вторичных каротиноидов в услови-
ях накопительной культуры, штаммы Eustigmato-
phyceae характеризовались высокой долей каро-
тиноидов в пигментном составе, что может сви-
детельствовать об их потенциале как продуцентов 
каротиноидов при использовании стрессовых 
воздействий. Штаммы Cyanobacterium sp. IPPAS 
B-1200, Chlorella sp. IPPAS C-1210 и Nannochlo-
ris sp. IPPAS C-1509 могут быть использованы как 
продуценты хлорофилла. Полученный из хлоро-
филла хлорофиллин используется как биоактив-
ная пищевая добавка [39] и в качестве корригента 
запаха для гериатрических пациентов [40].

Кроме того, штамм Cyanobacterium sp.  IPPAS 
B-1200 и штаммы Cyanidiophyceae могут быть ис-
пользованы для получения фикоцианина. В дан-
ной работе количественное содержание этого 
пигмента не исследовалось, но возможность ис-
пользования Galdieria sulphuraria для крупномас-
штабного производства фикоцианина была пока-
зана в работах Sørensen, et al. [41]. Благодаря сво-
им спектральным свойствам фикобилипротеины 
широко используются в качестве пищевых кра-
сителей и флуоресцентных маркеров в иммун-
ных тестах и флуоресцентной микроскопии [3]. 
Также было показано, что фикоцианин обладает 
антиоксидантными и противовоспалительными  
свойствами [4].

Содержание общего белка, запасных угле-
водов и суммарных липидов (рис. 4b). Содержа-
ние общего белка у большинства исследованных 
штаммов было выше в экспоненциальной фазе и 
находилось в диапазоне 73‒443  мг / г с.м., в стаци-
онарной фазе оно снижалось у некоторых штам-
мов до 7‒11 мг/г с.м. Содержание запасных угле-
водов, наоборот, в основном было выше в стаци-
онарной фазе и находилось в диапазоне от 16 до 
279 мг/ г с.м. Содержание липидов при переходе в 
стационарную фазу изменялось по разному и со-
ставляло от 32 до 168 мг/г с.м.

Важно отметить, что полученные нами значе-
ния ниже, чем приведенные во многих работах, 
но это объясняется не более низкой продуктивно-
стью изучаемых штаммов, а использованием бо-
лее точных методических подходов для оценки 
биохимического состава.

Так, содержание белка в биомассе микроводо-
рослей в более ранних работах часто оценивалось 
по содержанию общего азота с использованием 
коэффициента 6,25 [20, 42]. Однако в содержание 
общего азота вносят свой вклад такие небелковые 
соединения, как нуклеиновые кислоты, амины, 
глюкозамины, азотсодержащие компоненты кле-
точной стенки, эти небелковые компоненты могут 
составлять 6‒11,5 % общего азота [4], кроме того, 
было показано, что для микроводорослей коэффи-
циент соответствия имеет более низкое значение 
(5,95) [43]. Используемый в работе метод позво-
лял достичь сочетания наиболее полной экстрак-
ции общего белка и точности измерения его кон-
центрации. Для более полной экстракции клетки 
разрушались механически бусами, для солюбили-
зации мембран и извлечения мембранных белков 
использовался 2%-ный ДСН. Концентрация белка 
определялась с  использованием  бицинхонинового 
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реагента, который производил точные измерения 
в присутствии ДСН [44]. Пигменты, которые мог-
ли повлиять на спектр поглощения реакционной 
смеси, удалялись с помощью метанола. 

Более высокие значения содержания СЛ были 
получены исследователями в основном гравиме-
трическим методом [32], при котором взвешива-
ют сухой остаток экстракта из клеток микроводо-
рослей, полученного экстракционными методами 
Фолча или Блайя‒Дайера. Такой остаток, помимо 
липидов sensu stricto, неизбежно содержит другие 
липофильные компоненты, не имеющие в сво-
ем составе жирных кислот: свободные стерины, 
кетоны, углеводороды, флавоноиды, пигменты 
(хлорофиллы, каротиноиды), полигидроксибути-
рат и прочие продукты клеточного метаболизма, 
что, естественно, значительно повышает содер-
жание СЛ [45]. Подход, который был использован 
в данной работе, заключался в омылении  6%-ной 
водно-спиртовой щелочью предварительно за-
фиксированной биомассы и маргариновой кис-
лоты, добавляемой в качестве внутреннего стан-
дарта, с последующим отделением неомыляемых 
компонентов от свободных ЖК и ГЖХ-МС ана-
лизом метиловых эфиров ЖК. Несмотря на тру-
доемкость, данный метод гарантирует значитель-
но более точное определение содержания СЛ, а 
также позволяет одновременно определить их 
ЖК-состав.

Если было учтено содержание всех углеводов 
[32, 35], то значения по содержанию углеводов 
получали более высокие. В данной работе оце-
нивалось содержание только запасных углеводов, 
которые у исследуемых микроводорослей име-
ют разную природу: у Cyanobacterium sp. IPPAS 
B-1200 и штаммов Cyanidiophyceae ‒ это глико-
ген, у зеленых микроводорослей – крахмал [46], 
у штаммов Eustigmatophyceae – предположитель-
но, хризоламинарин [46, 47]. Все эти полисахари-
ды являются полимерами глюкозы, но в крахма-
ле и гликогене глюкоза связана α-1,4 и α-1,6 гли-
козидными связями, а хризоламинарин является 
β-1,3- β-1,6-глюканом [46]. Используемый метод 
позволил отделить полисахариды от моно-, ди- и 
олигосахаридов, которые разрушались при нагре-
вании в 40%-ном KOH. Однако при этом мог ча-
стично разрушиться и хризоламинарин, так как 
β-1,3- связи менее устойчивы к этому воздей-
ствию, чем α-1,4- и α-1,6-связи [48], а потому этот 
метод мог дать заниженные значения для штам-
мов Eustigmatophyceae. В дальнейшем гидролизу 
в 0,2 M HCl подвергались в основном именно за-
пасные полисахариды, тогда как целлюлоза кле-

точных стенок намного более устойчива к тако-
му воздействию, но при этом нельзя исключать 
гидролиз других компонентов клеточной стен-
ки. Таким образом, глюкоза, концентрация кото-
рой измерялась на конечном этапе, была получена 
в основном в результате гидролиза запасных по-
лисахаридов и частично компонентов клеточных 
стенок [26].

Среди всех исследованных штаммов, зеленые 
микроводоросли Chlorella sp. IPPAS C-1210, Nan-
nochloris sp. IPPAS C-1509 и представители Cyan-
idiophyceae G. daedala IPPAS P-508, C. caldarium 
IPPAS P-510 имели в экспоненциальной фазе са-
мое высокое содержанием белка (23‒44% от с.м.). 
Эти штаммы могут быть использованы в качестве 
белкового компонента кормовых и пищевых до-
бавок. Белки большинства микроводорослей со-
держат практически весь набор аминокислот в 
необходимом составе, за исключением серосо-
держащих метионина и цистеина. Ряд исследова-
ний показали, что белок, полученный из водоро-
слей, не уступает по качеству другим раститель-
ным белкам и в определенной дозе может быть 
использован в составе пищевого рациона челове-
ка и домашних животных [4, 32]. 

Штаммы Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200, 
Chlorella sp. IPPAS C-1210, Nannochloris sp. 
 IPPAS C-1509 имели самое высокое содержание 
запасных полисахаридов среди исследованных 
штаммов как в экспоненциальной, так и в стаци-
онарной фазе (18‒28% от с.м.). Штамм Cyanobac-
terium sp. IPPAS B-1200 вдобавок секретировал 
большое количество экзополисахаридов (ЭПС), в 
стационарной фазе концентрация ЭПС достигала 
1,01 г/л (рис. 5).

Рис. 5. Содержание экзополисахаридов в культуре 
Cyanobacterium sp.IPPAS B-1200 на разных стадиях 
роста в расчете на мл среды (■) и на г с.м. (□)
Fig. 5. Exopolysaccharides content in the culture of Cy-
anobacterium sp. IPPAS B-1200 at different growth 
phases per mL (■) of medium and g (□)
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Штаммы C. caldarium IPPAS P-510 и G. sul-
phuraria IPPAS P-513 отличались высоким со-
держанием полисахаридов (23‒28% от с.м.) толь-
ко в стационарной фазе, остальные штаммы Cy-
anidiophyceae также накапливали углеводы, но в 
меньшем количестве. Биомассу водорослей, бога-
тых углеводами, используют напрямую в качестве 
субстрата для брожения для получения этилово-
го спирта [11, 49, 50] ЭПС многих микроводоро-
слей и цианобактерий обладают антибактериаль-
ным и цитотоксическим действием и могут быть 
использованы в фармакологии [17].

Наиболее низкое содержание СЛ (3,2‒6,7%) 
наблюдалось у представителей Cyanidiophyceae и 
у C. vulgaris IPPAS C-15, а наиболее высокие по-
казатели (12,4‒16,8%) были у штаммов Chlorella 
sp. IPPAS C-1210, Nannochloris sp. IPPAS C-1509 в 
экспоненциальной и стационарной фазах роста и 
у штамма V. punctata IPPAS H-242 в стационарной 
фазе роста. Такое высокое содержание липидов 
свидетельствует о потенциальной перспективно-
сти этих штаммов для получения из них биодизе-
ля или ценных жирных кислот.

Жирнокислотный состав суммарных ли-
пидов. В зависимости от штамма и стадии куль-
тивирования, главными ЖК (содержание >5% от 
суммы всех ЖК) были миристиновая (14:0), мири-
столеиновая (14:1Δ9), пальмитиновая (16:0), паль-
митолеиновая (16:1Δ9), 7,10-гексадекадиеновая 
(16:2Δ7,10), 7,10,13-гексадекатриеновая (16:2Δ7,10,13), 
стеариновая (18:0), олеиновая (18:1Δ9), линолевая 
(18:2Δ9,12), α-линоленовая (18:3Δ9,12,15) и эйкозапен-
таеновая (20:5Δ5,8,11,14,17), (табл. 4).

ЖК состав СЛ у Cyanobacterium sp. IPPAS 
B-1200 был исследован ранее [19], но только в 
линейной фазе роста. В настоящей работе в экс-
поненциальной и стационарной фазах ЖК СЛ 
этого штамма имели сходный состав: 95‒96% 
составляли С14,16 насыщенные и мононенасы-
щенные ЖК: миристиновая, миристолеиновая, 
пальмитиновая и пальметолеиновая, из которых 
более 40% приходилось на С14 ЖК; оставшие-
ся 4‒5% приходились на стеариновую и олеино-
вую ЖК. При этом в стационарной фазе индекс 
ненасыщенности возрастал от 0,470 до 0,522, в 
основном за счет изменения соотношения паль-
митиновой и пальмитолеиновой кислот в поль-
зу последней. Как отмечалось ранее, такой уни-
кальный состав ЖК Cyanobacterium sp. IPPAS 
B-1200 подходит для получения биодизеля с вы-
соким цетановым индексом и низким йодным 
числом [51].

ЖК состав СЛ штаммов Chlorophyta достаточ-
но типичен и в экспоненциальной фазе характери-
зовался преобладанием пальмитиновой, 7,10-гек-
садекадиеновой, линолевой и α-линоленовой кис-
лот, индекс ненасыщенности у всех штаммов 
находился в диапазоне 1,685‒1,776.  Однако ис-
следованные штаммы отличались по соотноше-
нию главных ЖК и по изменениям, происходя-
щим в ЖК составе СЛ при переходе в стационар-
ную фазу роста. Штаммы Chlorella sp.  IPPAS C-7 
и C. vulgaris IPPAS C-15 имели более высокое со-
держание 7,10-гексадекадиеновой и линолевой 
кислот, тогда как штаммы Chlorella sp. IPPAS 
C-1210 и Nannochloris sp. IPPAS C-1509 имели бо-
лее высокое содержание 7,10,13-гексадекатриено-
вой и α-линоленовой кислоты, штамм Chlorella 
sp.  IPPAS C-1210 отличался также повышенным 
содержанием пальмитиновой кислоты, а штамм 
Nannochloris sp. IPPAS C-1509 – повышенным со-
держанием олеиновой кислоты.

Высокое содержание Δ7,10-гексадекадиено-
вой и 7,10,13-гексадекатриеновой кислот у этих 
представителей зеленых микроводорослей мо-
гут указывать на то, что синтез линолевой и α-ли-
ноленовой ЖК происходит у них двумя незави-
симыми путями: как посредством С2-удлинения 
гексадеценовых кислот, так и за счет последова-
тельной Δ9-, Δ12- и Δ15-десатурации ацила стеа-
риновой кислоты [52].

При переходе в стационарную фазу ЖК со-
став СЛ штаммов Chlorella sp. IPPAS C-7 и C. vul-
garis IPPAS C-15 менялся незначительно: не-
сколько уменьшалось содержание 7,10-гексаде-
кадиеновой и α-линоленовой кислот и возрастало 
содержание линолевой кислоты. Индекс ненасы-
щенности при этом уменьшался незначительно ‒ 
на 0,05‒0,15 о. е.

У штаммов Chlorella sp. IPPAS C-1210 и Nan-
nochloris sp. IPPAS C-1509 при переходе в ста-
ционарную фазу происходили более значитель-
ные изменения ЖК состава. У Chlorella sp. IPPAS 
C-1210 значительно возрастало содержание паль-
митиновой, олеиновой и в меньшей степени лино-
левой кислоты и снижалось содержание 7,10-гек-
садекадиеновой, 7,10,13-гексадекатриеновой и 
α-линоленовой кислот. Индекс ненасыщенности 
уменьшался от 1,776 до 1,069. У Nannochloris sp. 
 IPPAS C-1509 в стационарной фазе возрастало со-
держание 7,10-гексадекадиеновой, олеиновой и 
линоленовой кислот и уменьшалось содержание 
пальмитиновой, 7,10,13-гексадекатриеновой и 
α-линоленовой кислот. Индекс ненасыщенности 
уменьшался с 1,711 до 1,491 (см. табл. 4).
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Таким образом, у всех исследованных штам-
мов зеленых микроводорослей в стационарной 
фазе происходили изменения в соотношении ЖК 
суммарных липидов с уменьшением индекса не-
насыщенности в разной степени, в основном за 
счет уменьшения доли триеновых ЖК в поль-
зу более насыщенных ЖК. Эти изменения были 
сильнее выражены в штаммах, имеющих высокое 
содержание липидов.

Известно, что триеновые С16,18 обычно эте-
рифицируют главные липидные классы мембран 
хлоропластов: моно- и дигалактозилглицерины и 
сульфохиновазилдиацилглицерин [52]. Более вы-
сокое содержание этих ЖК в экспоненциальной 
фазе хорошо объясняется более развитой систе-
мой мембран хлоропластов. Снижение количе-
ства триеновых кислот и повышение содержания 
насыщенных и мононенасыщенных ЖК в стацио-
нарной фазе может свидетельствовать о деграда-
ции мембран хлоропласта и образовании запас-
ных липидов – триацилглицеринов (ТАГ). Обра-
зование ТАГ в клетках Chlorella sp. IPPAS C-1210 
и Nannochloris sp. IPPAS C-1509, находящихся в 
стационарной фазе роста, было подтверждено с 
помощью окрашивания флуоресцентным краси-
телем BODIPY (рис. 6). Снижение доли полярных 
липидов и увеличение количества запасных ТАГ 
наблюдалось и у других штаммов зеленых микро-
водорослей, богатых липидами [53].

Если рассматривать Chlorella sp. IPPAS 
C-1210 и Nannochloris sp. IPPAS C-1509 с позиций 
их биотехнологического потенциала, то следу-
ет отметить высокое содержание линолевой кис-
лоты в экспоненциальной и стационарной фазах 
и α-линоленовой кислоты в экспоненциальной 
фазе. Кроме того, в стационарной фазе эти штам-
мы способны накапливать значительное количе-
ство ненасыщенных и мононенасыщенных ЖК, 
скорее всего в составе ТАГ (рис. 6) и, таким об-
разом, являются потенциальными производителя-
ми биодизеля.

ЖК-состав СЛ всех изученных штаммов Cy-
anidiophyceae характеризовался преобладанием 
пальмитиновой, стеариновой, олеиновой, линоле-
вой и α-линоленовой кислот и зависел от фазы ро-
ста, изменяясь у каждого штамма по-разному. 

Главными ЖК СЛ штаммов Vischeria sp. 
 IPPAS C-70 и V. punctata IPPAS H-242 как в экс-
поненциальной, так и в стационарной фазе были 
миристиновая, пальмитиновая, пальмитолеино-
вая и эйкозапентаеновая (ЭПК) кислоты. Кроме 
того, оба штамма содержали 3‒5% арахидоновой 
кислоты (АК). В организме человека АК и ЭПК 

выступают как антагонисты (АК является пред-
шественником провоспалительных простаноидов 
2-й серии, ЭПК – предшественником противос-
палительных медиаторов семейства простанои-
дов 3-й серии). У человека ЭПК может синтези-
роваться из линолевой и линоленовых ЖК, од-
нако этот путь синтеза малоэффективен, и ЭПК 
должна поступать с пищей, что особенно важно 
для здоровья детей и людей с рядом заболеваний. 
Благодаря противовоспалительному действию 
ЭПК дает положительный эффект при лечении 
воспалительных заболеваний кишечника, артри-
тов, сердечно-сосудистых заболеваний и некото-
рых типов рака [54].

При выращивании на среде Тамия, ЖК-сос-
тав СЛ этих штаммов практически не изменялся 
при переходе в стационарную фазу роста. На бо-
лее оптимальной среде BBM-3N у V. punctata 

Рис. 6. Клетки микроводорослей, окрашенные флу-
оресцентным красителем BODIPY, специфично свя-
зывающимся с запасными липидами. a, b ‒ Chlorel-
la sp. IPPAS C-1210; c, d ‒ Nannochloris sp. IPPAS 
C-1509. a, c ‒ флуоресцентные изображения; b, d ‒ 
изображения в проходящем свете. Флуоресцентные 
изображения получены наложением двух флуорес-
центных каналов: красный – автофлуоресценция 
хлорофилла, зеленый – флуоресценция красителя 
BODIPY в липидных глобулах

Fig. 6. Microalgae cells stained with BODIPY, a spe-
cific neutral lipid  fluorescent dye. a, b ‒ Chlorella sp. 
IPPAS C-1210; c, d ‒ Nannochloris sp. IPPAS C-1509. 
a, c – fluorecent images; b, d – bright field. Fluores-
cent images were obtained by overlaying images from 
two fluorescent channels: red - chlorophyll autofluores-
cence, green – fluorescence of BODIPY dissolved in 
lipid droplets

a

c

b

d
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 IPPAS H-242 содержание липидов в экспоненци-
альной фазе достигало 16,7% от с.м., а содержа-
ние ЭПК ‒ 21,4% от суммы всех ЖК. Таким об-
разом, в пересчете на сухую массу этот штамм 
содержал 3,6% ЭПК, что сравнимо с 3,8% у одно-
го из наиболее эффективных продуцентов ЭПК ‒ 
Cyclotella cryptica CCAP 1070/2 [35]. Можно сде-
лать вывод о перспективности штамма V. punc-
tata IPPAS H-242 для получения ЭПК, при этом 
он обладает довольно высокой скоростью роста и 
продуктивностью.

Итак, данная работа представляет собой пер-
вый этап исследования биотехнологическо-
го потенциала выбранных штаммов микроводо-
рослей, позволивший определить направления 
 биотехнологии, в которых изучаемые штаммы 
могут быть использованы. Биохимический состав 
микроводорослей был изучен на разных стади-
ях роста, что выявило пластичность метаболизма 
некоторых штаммов и позволило расширить гра-
ницы их возможного применения.

Штамм Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200 от-
личался высокой скоростью роста в широком ди-
апазоне температур, стабильным биохимиче-
ским составом на разных стадиях роста. Этот 
штамм галоалкалотолерантен, следовательно для 
его культивирования можно частично использо-
вать морскую воду, имеющую более низкую сто-
имость, чем пресная. Его можно использовать 
для получения хлорофилла, фикоцианина, запас-
ных углеводов и ЭПС, насыщенных и мононена-
сыщенных С14,16 ЖК для производства биодизеля.

Штамм C. vulgaris IPPAS C-15 имеет высокие 
показатели µ и продуктивности при росте на сре-
де Тамия, богатой нитратами и фосфатами в ши-
роком диапазоне температур (28‒36 °С) и, следо-
вательно потенциально может быть использован 
для очистки сточных вод с высоким содержани-
ем этих ионов. Необходимо дальнейшее изуче-
ние эффективности утилизации этих ионов дан-
ным штаммом в условиях культивирования в 
сточных водах.

Штамм Chlorella sp. IPPAS C-1210 также от-
личается высокой скоростью роста, его биомас-
са на разных стадиях роста богата белком и хло-
рофиллом или углеводами и липидами. Штамм 
Nannochloris sp. IPPAS C-1509 растет несколько 
медленнее, но является галоалкалотолерантным 
и имеет более высокое содержание хлорофилла, 
белка, липидов и углеводов. В экспоненциаль-
ной фазе эти штаммы могут быть использованы 
для получения хлорофилла и кормовых или пи-
щевых добавок с высоким содержанием белка и 

незаменимых ЖК – линолевой и α-линоленовой. 
В стационарной фазе эти штаммы являются про-
дуцентами ТАГ и могут быть использованы для 
получения биодизеля. После извлечения ТАГ 
оставшаяся богатая углеводами биомасса может 
быть использована в качестве субстрата для пере-
работки бактериями и получения этилового спир-
та или метана.

Из исследованных штаммов Cyanidiophyceae 
наиболее перспективным для применения в био-
технологии оказался Cyanidium caldarium IPPAS 
P-510. Этот штамм имеет высокую скорость роста 
и продуктивность, в экспоненциальной фазе мо-
жет быть использован для получения фикоциани-
на и в качестве кормовой или пищевой добавки, 
богатой белком. Клетки в стационарной фазе мо-
гут быть источником крахмала.

Штамм V. punctata IPPAS H-242 при выращи-
вании на среде BBM-3N имел хорошие ростовые 
характеристики и проявил себя как потенциаль-
ный продуцент высокоценной эйкозапентаеновой 
кислоты.

Необходима оценка экономической целесо-
образности использования выбранных штаммов в 
производстве. Для этого на следующих этапах ис-
следования предстоит произвести оптимизацию 
условий культивирования с целью увеличения 
выхода целевых продуктов, апробировать куль-
тивирование штаммов в промышленном масшта-
бе, разработать для каждого штамма наиболее эф-
фективные методы и технологии последователь-
ной экстракции целевых продуктов. 
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Abstract–A search for strains capable of simultaneously producing high amounts of several biologically 
valuable compounds and/or having high biomass productivity has been carried out. The growth 
characteristics and biochemical composition of 12 microalgae and cyanobacteria strains from the IPPAS 
Collection in the exponential and stationary growth phases were studied. All the strains had high growth 
rates (doubling time 6–22 h). The strains of Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200, Chlorella sp. IPPAS 
C-1210, Nannochloris sp. IPPAS C-1509, Cyanidium caldarium IPPAS P-510 and Vischeria sp. IPPAS 
H-242 demonstrated the highest biotechnological potential and can be used for the production of various 
types of biofuel, pigments, feed and food additives, including those with high content of eicosapentaenoic 
(20:5 Δ5,8,11,14,17) acid content.

Key words: microalgae, cyanobacteria, biochemical composition, fatty acids, valuable metabolites, growth 
characteristics 

Acknowledgments–This work was supported by a grant from the Russian Science Foundation [no. 14-14-00904]

doi: 10.21519/0234-2758-2019-35-3-12-29


