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В настоящее время микроводоросли и цианобактерии привлекают к себе внимание исследователей
как потенциальные продуценты различных ценных веществ. Для увеличения рентабельности био-
технологических процессов с использованием этих организмов необходим отбор высокоэффектив-
ных штаммов и выбор оптимальных условий для их роста и максимальной продуктивности. Опти-
мизация роста должна производиться, с одной стороны, в интенсивных условиях, максимально
близких к масштабному культивированию, а с другой стороны – в небольших объемах, чтобы иметь
возможность параллельно проверять множество разных параметров с минимальными затратами.
В данной работе мы представляем описание и характеристики сконструированной нами лаборатор-
ной системы для интенсивного культивирования (LSIC – Laboratory System for Intensive Cultivation)
с термо-, свето- и газорегулированием и возможностью культивирования в 4 повторностях в 8 раз-
ных условиях, отличающихся по свету, температуре и концентрации CO2. Также в качестве примера
представлены результаты ряда экспериментов с использованием установки.
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ВВЕДЕНИЕ
Микроводоросли и цианобактерии – это про-

стейшие фотосинтезирующие организмы, кото-
рые вносят существенный вклад в глобальное по-
глощение углекислоты и синтез органического
вещества с выделением кислорода. В настоящее
время эти организмы привлекают к себе внима-
ние исследователей как потенциальные проду-
центы ценных соединений, таких как полисаха-
риды, липиды с разнообразным составом жирных
кислот (ЖК), пигменты, витамины, стерины, ан-
тибиотики и токсины [1]. Основным преимуще-
ством микроводорослей и цианобактерий являет-
ся возможность их выращивания без использова-
ния плодородных земель и запасов пресной воды,
высокая эффективность фотосинтеза и скорость
роста. Однако до сих пор коммерческое получе-
ние биомассы и большинства ценных продуктов

остается нерентабельным в промышленных мас-
штабах [2, 3]. Для увеличения рентабельности не-
обходим подбор высокоэффективных штаммов и
оптимальных условий для их роста и максималь-
ной продуктивности, включающих такие пара-
метры как температура, освещенность, содержа-
ние СО2 в газовой смеси, состав среды. Оптими-
зация роста должна производиться, с одной
стороны, в интенсивных условиях, максимально
близких к масштабному культивированию, а с
другой стороны – в небольших объемах, чтобы
иметь возможность параллельно проверять множе-
ство разных условий с минимальными затратами.
Кроме того, микроводоросли и цианобактерии яв-
ляются модельными объектами для изучения
стрессовых ответов фотоавтотрофных организ-
мов на клеточном и молекулярном уровнях [4–6].
Для подбора биотехнологически перспективных
штаммов, оптимизации их роста и продуктивно-
сти, моделирования промышленного культивиро-
вания, а также для изучения стрессовых ответов
фототрофных организмов с использованием ме-
тодов транскриптомики, протеомики и метабо-
ломики необходимы лабораторные фотобиореак-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330322600486 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: ГВС – газо-воздушная смесь; ГЛК – гамма-
линоленовая кислота; с.м. – сухая масса; LSIC – Laborato-
ry System for Intensive Cultivation.
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торы, позволяющие вести исследования множества
образцов в воспроизводимых условиях с заданными
параметрами [7, 8].

Основные требования к лабораторной системе
интенсивного культивирования:

– перемешивание, обеспечивающее гомоген-
ность культуры по отношению к освещенности и
газообмену – необходимое условие для получе-
ния автотрофных культур с высокой плотностью;

– поддержание стерильности культуры во вре-
мя длительных экспериментов;

– поддержание освещенности, температуры и
подачи CO2 в заданном диапазоне, необходимое для
интенсификации фотосинтеза, максимального на-
копления биомассы и обеспечения воспроизво-
димости экспериментальных условий;

– возможность проводить параллельные экспе-
рименты с разными параметрами культивирования
в минимальной повторности (3–4), необходимая
для оптимизации условий роста и накопления целе-
вых продуктов в клетках микроводорослей, для
изучения стрессовых ответов;

– дешевизна и простота конструкции, что
предполагает возможность изготовления из до-
ступных материалов, легкость сборки;

– культивирование в объеме, достаточном для
отбора проб на изучение биохимического состава
клеток, исследований транскриптомики и про-
теомики (100–400 мл).

В данной работе мы представляем описание и
характеристики сконструированной нами лабо-
раторной системы для интенсивного культивиро-
вания (LSIC – Laboratory System for Intensive Cul-
tivation) с термо-, свето- и газорегулированием,
возможностью культивирования в 4 повторно-
стях в 8 разных условиях, отличающихся по свету,
температуре и концентрации CO2. Эта система
является обновленной версией установок, разра-
ботанных в ИФР РАН в 1960–70-х гг. [9, 10]. Про-
изводство подобной установки и ее модификация

под собственные нужды возможны в любых лабора-
торных условиях из доступных материалов. В ка-
честве примера мы приводим результаты ряда экс-
периментов, проведенных с использованием уста-
новки: 1) скрининг штаммов, пригодных к
массовому культивированию; 2) оптимизация
ростовых условий; 3) исследование биохимиче-
ского состава клеток микроводорослей на раз-
ных стадиях роста и выбор наиболее продуктив-
ных штаммов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Лабораторная установка 

для интенсивного культивирования

Фотографии, схема и основные характеристи-
ки культивационной установки LSIC представле-
ны на рис. 1(а–г) и в табл. 1. Резервуар культива-
ционной установки представляет собой герме-
тичную емкость, объем которой ограничен двумя
полыми коаксиальными цилиндрами, располо-
женными на массивной цилиндрической плат-
форме. Вся конструкция выполнена из монолит-
ного прозрачного поликарбоната. Рабочий объем
резервуара разделен на восемь секторов двуслой-
ными стенками с воздушным зазором для обеспе-
чения термоизоляции секторов между собой.

Система терморегулирования состоит из восьми
термостатирующих модулей, расположенных в
середине каждой секции культиватора, и системы
подачи воздуха для равномерного перемешива-
ния теплоносителя (воды) в секции культиватора
(рис. 1в). Термостатирующий модуль представ-
ляет собой систему, состоящую из модуля Пель-
тье (9), подключенного к измерителю-контролле-
ру (терморегулятору, 14) через переключатель (13),
осевого вентилятора (12) и двух радиаторов (10, 11)
(рис. 1в).

Радиаторы служат для интенсификации тепло-
обмена между источником и приемником тепловой
энергии. На культивационной установке приме-

Таблица 1. Характеристики лабораторной установки для интенсивного культивирования

Характеристика Описание

Параллелизация 8 условий, различных по температуре, освещению, СО2, по 4 повторности в 
каждом варианте

Рабочий объем одного сосуда 100–250 мл
Температура 22–41°С ± 1°С
Освещение 30–500 мкмоль/(м2·с), теплый белый, красный и голубой свет, возможны

другие комбинации по спектру и дополнительное освещение с внешней
стороны, контроль с помощью люминометра

Оптический путь 4 см в цилиндрической части, 8 см в расширении
СО2 0.04–100%, контроль с помощью газоанализатора
Тип перемешивания Барботаж газовоздушной смесью
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няются радиаторы двух типов: профиль 100 × 90 ×
× 26 мм (10) и профиль 150 × 170 × 20 мм (11), ко-
торые необходимы для передачи тепла от нагре-
вателя (9) к теплоносителю в секции культивато-
ра (4) и для отвода тепла от нагревателя (9) к по-
верхности радиатора, омываемой воздухом за счет
работы осевого вентилятора (12), соответственно.
Термостатирующий модуль позволяет задавать
температуру теплоносителя в рабочей емкости с
точностью в пределах двух градусов по Фаренгей-

ту: границы температур устанавливаются исходя
из отклонения от рабочей температуры на один
градус по Фаренгейту. Терморегулятор (14) управ-
ляет переключением режимов нагрев–охлажде-
ние при температурах в емкости ниже или, соот-
ветственно, выше 1°F от рабочей и отключением
питания элемента Пельтье (9) при рабочих значе-
ниях температуры. Предусмотрено ручное пере-
ключение режимов и отключение работы элемента
Пельтье с помощью трехпозиционного переклю-

Рис. 1. Фотографии и схема культивационной установки: а – общий вид установки без сосудов; б – резервуар с сосу-
дами; в – схема рабочей емкости культивационной установки; г – детальная схема сосуда для интенсивного культи-
вирования микроводорослей и цианобактерий. 1 – секция культиватора; 2 – платформа; 3 – сосуд; 4 – теплоноситель
(вода); 5 – культура микроводорослей или цианобактерий; 6 – барботер; 7 – трубка подачи воздуха; 8 – ватно-марлевая
пробка; 9 – элемент Пельтье; 10 – радиатор №1; 11 – радиатор №2; 12 – вентилятор; 13 – переключатель; 14 – терморе-
гулятор; 15 – датчик температуры; 16 – светодиоды (СД); 17 – выключатели СД; 18 – светодиодный модуль (СДМ);
19 – блок питания СДМ.
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чателя (13). В каждом термостатирующем модуле
установлено по одному элементу Пельтье марки
ТЕС1-12712 размерами 62 × 62 × 4 мм и мощно-
стью 120 Вт с рабочим напряжением 12 В.

Система освещения позволяет проводить ис-
следования по влиянию условий культивирова-
ния в большем диапазоне значений по интенсив-
ности (от 30 до 500 мкмоль/м2 · c) в разных по
спектральному составу вариантах освещенности
(белые светодиоды дополнены синими и красны-
ми). Предусмотрена возможность установки до-
полнительного внешнего освещения, к примеру,
для определения пороговых значений интенсив-
ности света исследуемой культуры.

Восьми секторам резервуара культивационной
установки соответствуют свои секции системы
освещения. Секции сгруппированы в модули сле-
дующим образом: два модуля по три секции и два
односекционных модуля. Модули питаются от-
дельно друг от друга. Такое разбиение позволяет
проводить обслуживание и смену модулей осве-
щения, не нарушая работы всего реактора.

Каждая секция модуля представляет собой
спаянные в определенной последовательности
светодиодные ленты различного свечения (белые
2400К марки SDM 2835, красные с 620–630 нм и
синие 465–475 нм, марки SDM 3528 от компании
“Arlight”, Беларусь), размещенные на дуговых
конструкциях из листового алюминия радиусом
меньшим, чем внутренний радиус стенки биореак-
тора. Таким образом, светогенерирующая поверх-
ность модулей расположена в непосредственной
близости к светопринимающей поверхности ре-
актора, на расстоянии не более 3 см, что позволя-
ет сократить потери энергии света и равномерно
распределить освещение по емкостям реактора.

На секцию приходится 13 светодиодных лент
белого теплого света и по 6 лент красного и синего.
Для двух емкостей дополнительно собраны одно-
секционные модули только из лент красного и
синего света для исследования влияния на рост
света с длинами волн 620–630 нм и 465–475 нм и
их различных комбинаций.

Подача и регулирование газо-воздушной смеси.
Чистый диоксид углерода из баллона подается че-
рез ротаметр в смесительную емкость, где смеши-
вается с воздухом, нагнетаемым компрессором,
далее смесь через ротаметры подачи и измерения
концентрации СО2 поступают через фильтр и
стеклянный барботер в сосуд с суспензией мик-
роводорослей или цианобактерий. Расход смеси
регулируется краниками и зажимами на подводя-
щих силиконовых трубках.

Сосуд для интенсивного культивирования. Фор-
ма сосуда была разработана еще для первых вари-
антов установки [9] и позже модифицирована
(рис. 1г). Сосуд представляет собой по сути моди-
фицированную барботажную колонну (bubble

column) и позволяет производить выращивание
культуры в диапазоне объемов 100–250 мл. Важ-
ной особенностью сосуда является отсутствие уг-
лов, положение барботера и форма дна, что поз-
воляет обеспечить равномерное перемешивание
и оптимизировать газообмен. Нижняя часть сосу-
да имеет оптический путь 4 см, позволяющий
обеспечить оптимальную освещенность культуры.
Расширенная часть сосуда выполняет функции
пеноотбойника, обеспечивает оседание пены, так
же как и верхняя вытянутая часть, и создает до-
полнительный объем. Сосуд, закрытый ватно-
марлевой пробкой, можно стерилизовать при
температуре 150°С и поддерживать в нем стериль-
ные условия при культивировании, пропуская
воздушную смесь для барботажа через ватный
или целлюлозный фильтр (Millex-GS, 0.22 μm,
“Merck Millipore”, США).

Измерение облученности
Все измерения уровня облученности в рабочем

объеме фотобиореакторов и на поверхности све-
тодиодных модулей снимались прибором LI-COR
(Model LI-189 с LI-190SA “Quantum Sensor”, США)
в мкмоль/(м2 · с).

Оценка скорости перемешивания
Для оценки скорости и полноты перемешива-

ния измеряли время, за которое 1 мл 0.1% водного
раствора красителя Ponceau полностью раство-
рится в 250 мл воды при обычно используемой
интенсивности барботажа [11]. Измерения повто-
ряли 5 раз.

Оценка температурного контроля, теплопереноса
Оценивали, за какое время после изменения

температурного режима изменится температура в
трех сосудах с 150 мл воды или культуры микрово-
дорослей (при таком объеме заполненная часть
сосуда полностью погружена в теплоноситель),
оценивали соответствие температуры в сосуде и в
водяной бане и точность поддержания температу-
ры на протяжении суток.

Тест на стерильность
Для тестирования возможности поддержания

асептических условий культивирования в сосуд в
стерильных условиях добавляли среду LB с 2%
глюкозы и помещали его в условия интенсивного
культивирования при температуре 32°C на 7 дней.
Затем пробу отбирали и высеивали на агаризо-
ванную среду LB с глюкозой. После инкубации в
течение 14 дней при 30°С тестовые чашки были
проверены на наличие колоний.

Аксеничность культуры C. sorokiniana IPPAS C-1,
выращиваемой на культивационной установке в
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течение трех суток, проверяли микроскопирова-
нием (микроскоп Axio Imager D1; “Carl Zeiss”,
Германия) и посадкой на чашку Петри с тестовой
средой (ВВМ-3N с добавлением 0.2% глюкозы и
0.02% казеинового гидролизата). Тестовую чашку
инкубировали в темноте при комнатной темпера-
туре в течение 7 дней, затем проверяли на присут-
ствие посторонних колоний.

Штаммы цианобактерий и микроводорослей
В работе были использованы 13 штаммов ци-

анобактерий и микроводорослей из коллекции
IPPAS ИФР РАН (табл. 2).

Условия интенсивного культивирования
Исходные культуры штаммов микроводорос-

лей и цианобактерий поддерживали на соответ-
ствующих агаризованных средах в пробирках или
чашках Петри. Перед экспериментом штаммы
пересаживали в 100–150 мл жидкой среды в колбу
Эрленмейера и подращивали на качалке при осве-
щении 50 мкмоль /м2 · сек в течение 7–14 дней. Ин-
тенсивное культивирование производили в выше-
описанной культивационной установке, в сосудах с
150–250 мл соответствующей среды при освеще-
нии 500 мкмоль /м2 · сек и оптимальной темпера-
туре роста, если не указано иное. Перемешивание
и аэрация культуры осуществлялись за счет бар-
ботирования стерильной газовоздушной смесью.
Объемный расход подаваемой смеси составлял
около 0.25 л/мин, концентрация СО2 поддержи-
валась в диапазоне 1.2–1.8% (v/v). Для адаптации

к условиям интенсивного культивирования каждую
культуру предварительно выращивали до экспо-
ненциальной фазы в указанных условиях, затем
разбавляли свежей средой до оптической плотно-
сти, измеренной при 750 нм (ОП750) 0.1–0.3 и про-
водили эксперименты в трех повторностях. Сре-
ды культивирования и оптимальные температуры
роста указаны в таблице 2.

Ростовые характеристики

Скорость роста оценивалась по изменению
ОП750 суспензии и по сухой массе. ОП750 измеряли
на спектрофотометре Genesys 10S UV-Vis (“Ther-
mo Scientific”, США).

Для измерения сухой массы 1–10 мл культуры
осаждали центрифугированием, промывали ди-
стиллированной водой и высушивали в сушиль-
ном шкафу 24 ч при 80°C в предварительно взве-
шенных микропробирках.

Для оценки скорости роста использовали сле-
дующие параметры.

Удельная скорость роста, μ, оценивалась по
изменению оптической плотности культуры или
по сухой массе (/сут.):

(1)

где N1 и N2 – ОП750, измеренная во время 1 (t1) и
время 2 (t2) соответственно.

 
 
 μ =
−

2

1

2 1

ln
,

N
N

t t

Таблица 2. Штаммы и условия культивирования

Примечание: * Состав сред указан в http://cellreg.org/Catalog_2020/media_list.html

Штамм Среда для культивирования* Температура 
культивирования

Limnospira sp. IPPAS B-256 Заррука 32°С
Limnospira sp. IPPAS B-287 Заррука 32°С
Limnospira sp. IPPAS B-1526 Заррука 32°С
Cyanobacterium sp. IPPAS B-1528 Заррука 32°С
Geminocystis sp. IPPAS B-1530 Заррука 27°С
Microcystis aeruginosa IPPAS B-1527 Microcystis 27°С
Nodularia spumigena IPPAS B-1529 Заррука-N 32°С
Chromochloris zofingiensis IPPAS C-30 5A+2B 27°С
Chromochloris zofingiensis IPPAS C-108 5A+2B 27°С
Chlorella sp. IPPAS C-1210 BBM-3N 30°С
Chlorella sorokiniana IPPAS C-1 1/2 Тамия модифицированная 32°С
Lobosphaeropsis lobophora IPPAS C-102 BBM-3N 27°С
Chlamydopodium sp. IPPAS C-1503 BBM-3N 27°С
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Средняя скорость накопления биомассы, vср,
оценивалась по сухой массе (г/(л · сут.)):

(2)

где m1 и m2 – сухая масса 1 мл культуры, измерен-
ная во время 1 (t1) и время 2 (t2).

По удельной скорости также рассчитывалось
время удвоения биомассы Тудв:

(3)

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

Эксперименты по оценке скорости роста про-
водили в трех повторностях.

Биохимический анализ

Методы биохимического анализа клеток мик-
роводорослей и цианобактерий подробно описа-
ны в [12]. Концентрации хлорофиллов и кароти-
ноидов определяли спектрофотометрически в
метанольных экстрактах. Содержание белка в
клетках определяли с бицинхониновым реаген-
том (BCA1, “Sigma-Aldrich”, США), согласно ин-
струкции производителя. Содержание запасных
углеводов определяли фенол-сернокислым мето-
дом. Содержание суммарных липидов оценивали
газохроматографически в пересчете на количе-
ство этерифицированных ЖК на грамм сухой
массы клеток.

2 1
ср

2 1

,m m
t t

−=
−

v

( )
удв

ln 2
.Т =

μ

РЕЗУЛЬТАТЫ
Оценка скорости перемешивания

При стандартной интенсивности барботажа 1 мл
0.1% водного раствора Ponceau растворялся в со-
суде с 250 мл воды за 4–5 с. По распределению
красителя было видно, что зоны без перемешива-
ния в сосуде отсутствуют. В отсутствие барботажа
краситель полностью растворялся за 45 с.

Температурный тест
Во всех экспериментах при переносе сосудов с

150 мл воды или с 150 мл плотной суспензии кле-
ток в секцию с температурой, отличающейся на
10°C (были установлены значения температуры
22, 32 и 42°С), температура в сосудах достигала за-
данных значений за 12 мин, при этом уже за 6–8 мин
температура достигала значений, отличных от за-
данного на 1°С (рис. 2).

При температуре окружающей среды 23°C и
максимальном освещении заданные в секциях
установки значения температуры 22, 32 и 44°C
поддерживались в течение суток в пределах 22–
23°C, 31–33°C, 41–41.5°C соответственно.

Тест на стерильность
Возможность сохранять культуры аксеничны-

ми при длительном культивировании в установке
проверяли двумя способами. В первом варианте в
установке инкубировали сосуды с органической
средой LB с добавлением глюкозы при 32°C и
стандартных условиях барботажа в течение 7 дней.
Отсутствие роста микроорганизмов было под-
тверждено отсутствием изменения оптической
плотности, измеренной при 595 нм, и отсутстви-

Рис. 2. Динамика изменения температуры в сосудах при перемещении из секции с установленной температурой 32°С в
секцию с температурой 22°С и обратно (а); в секцию с температурой 42°С и обратно (б). 1, 2 – сосуды с водой; 3, 4 – со-
суды с плотной суспензией микроводорослей. 1, 3 – охлаждение; 2, 4 – нагрев. Показаны средние значения и стандарт-
ные отклонения по трем повторностям.

9 10 11 12 1387654321
21

0
Время, мин

23

25
26
27

29

31

28

30

32

24

22

33
T

ем
пе

ра
ту

ра
, �

C

1
2
3
4

9 10 11 12 1387654321
31

0
Время, мин

33

35
36
37

39

41

38

40

43

34

32

43

T
ем

пе
ра

ту
ра

, �
C

1
2
3
4

(а) (б)



208

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 2  2023

ГАБРИЕЛЯН и др.

ем колоний после посева среды из сосудов на ага-
ризованную среду LB c глюкозой после 35 дней
инкубации (Дополнительные материалы, рис. 1а).
Во втором варианте на установке выращивали ак-
сеничную культуру C. sorokininana IPPAS C-1 в тече-
ние 3 суток. Аксеничность культуры C. sorokininana
IPPAS C-1 после культивирования подтверждали
микроскопированием и инкубацией в темноте на
тестовой среде. Микроскопирование показало
отсутствие посторонних организмов. Проверка
культуры на тестовой среде (Дополнительные ма-
териалы, рис. 1б) также подтвердила отсутствие в
культуре посторонних организмов – после инку-
бации в темноте на чашках был заметен только зе-
леный газон C. sorokininana IPPAS C-1, способной
к гетеротрофному росту, а колонии бактерий или
грибов отсутствовали.

Скрининг штаммов, пригодных
к массовому культивированию

Для данного этапа были отобраны 6 штаммов
цианобактерий и зеленых микроводорослей кол-
лекции IPPAS, ранее не культивировавшиеся в
интенсивных условиях: Cyanobacterium sp. IPPAS
B-1528, Geminocystis sp. IPPAS B-1530, Microcystis
aeruginosa IPPAS B-1527, Nodularia spumigena IP-
PAS B-1529, Lobosphaeropsis lobophora IPPAS C-102,
Chlamydopodium sp. IPPAS C-1503. Для всех штам-
мов с использованием культивационной установки
были получены интенсивные культуры и данные
по конечной продуктивности после 7 суток куль-
тивирования (табл. 3).

Оптимизация ростовых условий
Определение температурного оптимума штамма

C. sorokiniana IPPAS C-1
Для выявления температурных зависимостей

роста C. sorokiniana IPPAS C-1 рабочие температу-
ры в четырех емкостях культивационной установ-
ки были выставлены на 26, 31, 36 и 41°С.

Результаты проведенных исследований (рис. 3)
показывают, что в первые сутки самые высокие
значения максимальной удельной скорости μmax
были у вариантов, выращиваемых при 31 и 36°С
(минимальное время удвоения составляло 5.3 ч и
4.6 ч, соответственно). Показатель μmax характе-
ризует максимально возможную скорость роста
штамма в экспоненциальной фазе роста, когда
отсутствует лимитирование роста освещенно-
стью и компонентами среды.

Однако, по окончанию всего периода культи-
вирования (на седьмые сутки) больше биомассы
накопили варианты, выращиваемые при 26 и
31ºС. Рост вариантов, выращиваемых при 41°С,
был полностью ингибирован уже после 72 ч, но
гибели культуры не произошло даже после 7 сут.,
так как последующее снижение температуры до
31°С привело к возобновлению роста культуры.

Влияние условий низкой и высокой 
освещенности на накопление биомассы
у штамма Chlorella sp. IPPAS C-1210

Сравнивали рост культуры Chlorella sp. IPPAS
C-1210 при интенсивностях освещения 100 и
500 мкмоль/(м2 · с) (рис. 4). Варианты существен-
но отличались по μmax, которая была в 2 раза выше
в варианте с большей освещенностью (мини-
мальное время удвоения составило 12.1 ч и 5.5 ч,
соответственно). За счет этого различия в вариан-
те с большей освещенностью была достигнута
также значительно более высокая конечная опти-
ческая плотность культуры.

Исследования биохимического состава
штаммов микроводорослей и цианобактерий
на разных стадиях роста и выбора наиболее 

продуктивных штаммов
Сравнение штаммов рода Limnospira

Сравнивали ростовые характеристики и био-
химический состав трех штаммов нитчатых ци-
анобактерий IPPAS B-256, IPPAS B-287, и IPPAS
B-1526, принадлежащих к роду Limnospira sp. (ра-
нее относимых к роду Arthrospira [13]).

Штаммы, относящиеся к этому роду, являют-
ся источником макро- и микроэлементов, вита-
минов, пигментов, белков, полисахаридов, γ-ли-
ноленовой кислоты (ГЛК) и других биоактив-
ных соединений [14]. Поэтому особое внимание
при сравнении штаммов уделяли скорости на-
копления биомассы, содержанию белков, глико-
гена и ГЛК.

Все исследуемые штаммы отличались высоки-
ми скоростями роста (минимальные времена
удвоения 8–14 ч, средняя скорость накопления
биомассы 0.91–1.24 г/(л · сут.). Штамм IPPAS B-256
отличался высоким значением vср и самой высо-

Таблица 3. Конечная продуктивность штаммов

Штамм Пк, г/л

Microcystis aeruginosa 
IPPAS B-1527 1.5 ± 0.2

Cyanobacterium sp.
IPPAS B-1528 4.7 ± 0.2

Geminocystis sp.
IPPAS B-1530 1.0 ± 0.0

Nodularia spumigena
IPPAS B-1529 4.3 ± 0.4

Lobosphaeropsis lobophora 
IPPAS C-102 3.8 ± 0.1

Chlamydopodium sp.
IPPAS C-1503 1.9 ± 0.1
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кой конечной продуктивностью после 10 дней
культивирования (табл. 4). Штамм IPPAS B-287
характеризовался высоким значением μmax, высо-
ким содержанием ГЛК в общих ЖК (18%) и в
культуре (табл. 4). Штамм IPPAS B-1526 имел вы-
сокие значения μmax, vср, конечной продуктивно-
сти и содержания ГЛК в общих ЖК (20%) и в
культуре (табл. 4). Кроме того, этот штамм имел
самое высокое содержание белка в экспоненци-
альной фазе и самое высокое содержание глико-

гена в стационарной фазе (рис. 5), однако он бо-
лее всех исследованных штаммов был склонен
образовывать крупные плотные конгломераты,
не поддававшиеся гомогенизации.

Сравнение штаммов Chromochloris zofingiensis

Сравнивали ростовые характеристики и био-
химический состав двух штаммов C. zofingiensis
IPPAS C-30 и IPPAS C-108, которые являются

Рис. 3. Зависимость роста C. sorokiniana IPPAS C-1 от температуры при подаче ГВС с концентрацией СО2 1.5–1.8% и
постоянном освещении 500 мкмоль/(м2 · с). Ростовые кривые – (а); удельная скорость роста – (б) 1 – 26°С; 2 – 31 °С;
3 – 36°С; 4 – 41°С. Показаны средние значения и стандартные отклонения по трем повторностям.
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Рис. 4. Зависимость роста Chlorella sp. IPPAS C-1210 от интенсивности освещения при температуре 30°С и подаче
ГВС с концентрацией СО2 1.5–1.8%. Ростовые кривые – (а); удельная скорость роста – (б). 1 – 100 мкмоль/(м2 · с);
2 – 500 мкмоль/(м2 · с). Показаны средние значения и стандартные отклонения по трем повторностям.
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сестринскими штаммами для типового штамма
данного вида SAG 211-14 [15]. Штаммы C. zofingiensis
представляют интерес для биотехнологии, так как
способны к вторичному каротиногенезу и могут
синтезировать астаксантин, а также накапливают
значительное количество липидов [16]. Изучае-
мые штаммы поступили в коллекцию IPPAS из
коллекции Прата в 1964 г. и из коллекции LABIK
лаборатории альгологии Ботанического институ-
та имени В. Л. Комарова в 1989 г., соответственно.
До 2020 г. штаммы поддерживались на разных
средах: IPPAS C-30 на среде Тамия, IPPAS C-108 –
на среде BBM-3N. Целью данного эксперимента
было проверить, насколько сохранилось сходство
между этими сестринскими штаммами по ростовым
характеристикам и по биохимическому составу.

При выращивании в одинаковых интенсивных
условиях штаммы показали сходные ростовые ха-
рактеристик (рис. 6а, б). Оба штамма характеризо-
вались наличием лагфазы длиной около суток, ми-
нимальное время удвоения составляло 12.3 ч и
13.4 ч, конечная продуктивность составила 2.85 ±
± 0.09 г/л и 2.58 ± 0.08 г/л у IPPAS C-30 и IPPAS
C-108, соответственно.

В обоих исследуемых штаммах при переходе к
стационарной фазе содержание хлорофилла па-
дало, тогда как содержание каротиноидов возрас-
тало (рис. 6в, г), что свидетельствует о вторичном
каротиногенезе в клетках исследуемых штаммов.

Динамика содержания общего белка, запас-
ных углеводов и суммарных липидов в клетках
исследуемых штаммов также была сходна: при
переходе из экспоненциальной в стационарную
фазу в клетках обоих штаммов снижалось содер-
жание белка и возрастало содержание липидов и
крахмала (рис. 6д, е).

ОБСУЖДЕНИЕ
Тестирование разработанной нами лаборатор-

ной системы интенсивного культивирования пока-
зало, что осуществляющиеся в ней перемешивание
с помощью барботирования газовоздушной смеси в
сосудах особой формы обеспечивает гомогенность
культуры. Система терморегуляции позволяет под-
держивать температуру в диапазоне 22–42°С с точ-
ностью до 1°С. При этом содержимое сосуда до-
стигает установленной в культивационной сек-

Рис. 5. Содержание белков (1), липидов (2) и запасных углеводов (3) на разных стадиях роста у штаммов Limnospira sp.
IPPAS B-256 (а), IPPAS B-287 (б) и IPPAS B-1526 (в). Показаны средние значения и стандартные отклонения по трем
повторностям.
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Таблица 4. Ростовые характеристики и продуктивность штаммов Limnospira

Штамм μmax, /сут. Тудв, ч vср, г/(л · сут) Пк, г/л ГЛК, мг/л

Limnospira sp.
IPPAS B-256 1.20 13.9 1.21 9.5 ± 0.1 25

Limnospira sp.
IPPAS B-287 1.73 9.6 0.91 8.8 ± 0.2 53

Limnospira sp.
IPPAS B-1526 2.12 7.8 1.24 9.2 ± 0.2 40

Рис. 6. Ростовые характеристики и биохимический состав клеток штаммов C. zofingiensis IPPAS C-30 (а, в, д) и IPPAS
C-108 (б, г, е). Кривые роста (1) и удельные скорости роста (2) – а, б; содержание хлорофиллов а (1), b (2) и каротино-
идов (3) на разных стадиях роста – в, г; содержание белков (1), липидов (2), запасных углеводов (3) на разных стадиях
роста – д, е. Показаны средние значения и стандартные отклонения по трем повторностям.
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ГАБРИЕЛЯН и др.

ции температуры в течение максимум 12 мин при
условии, что изначальная разница в температуре
между жидкостью в сосуде и теплоносителем со-
ставляет 10°С. Вместе с тем, температура, отлич-
ная от установленной на 1°С, была достигнута
уже в течение 6–8 мин. Таким образом, данная
установка позволит проводить эксперименты по
исследованию механизмов регуляции экспрессии
генов при воздействии холодового или теплового
стрессов и брать первые пробы уже через 15 мин.
Тест на поддержание стерильности показал, что в
установке возможно длительное культивирование
(в течение 3–7 суток) в асептических условиях.

С использованием данной установки нами бы-
ла проверена возможность интенсивного культи-
вирования ряда штаммов, недавно изолирован-
ных из природных местообитаний. Среди иссле-
дуемых штаммов были цианобактерии и зеленые
микроводоросли, нитчатые, колониальные и од-
ноклеточные организмы. Всех их оказалось воз-
можным выращивать в представленной системе
культивирования. По конечной продуктивности
для дальнейших исследований были отобраны
штаммы с наиболее высокими показателями: Cya-
nobacterium sp. IPPAS B-1528 и Nodularia spumigena
IPPAS B-1529, изолированные из содовых озер.

Результаты экспериментов с поиском оптималь-
ной температуры роста для штамма C. sorokiniana
IPPAS C-1 показали, что штамм способен накапли-
вать биомассу с высокой скоростью в широком диа-
пазоне температур 26–36°С при аэрировании ГВС с
1.5–1.8% СО2 и при постоянном освещении с ин-
тенсивностью 500 мкмоль/(м2 · с). Следует отме-
тить, что первые трое суток культивирования набор
биомассы шел интенсивней  при 31 и 36°С, чем при
26°С, однако, по окончанию всего периода культи-
вирования (на седьмой день) накапливали больше
биомассы варианты, выращенные при 26°С. Куль-
тура, выращиваемая в течение 7 сут. при температу-
ре 41°С, находилась в неблагоприятных для роста
условиях, однако не потеряла жизнеспособность.

Сравнение накопления биомассы штаммом
Chlorella sp. IPPAS C-1210 в условиях высокой и
низкой освещенности показало, что высокая осве-
щенность (500 мкмоль/(м2 · с)) позволяет увели-
чить скорость роста и концентрацию биомассы
более чем в 2 раза.

Выращивание трех штаммов Limnospira на
представленной установке позволило получить
культуры с высокой продуктивностью по биомас-
се и провести сравнение биохимического состава
исследуемых штаммов на разных стадиях роста.
Высокое содержание белка, близкое к среднему у
этого рода, имел только штамм IPPAS B-1526: 45.9 ±
± 2.7% по сравнению с 45% в среднем [14].
Остальные два штамма значительно отставали по
этому параметру. По содержанию липидов все
штаммы были в пределах известных средних зна-

чений 1.5–12% [14]. По содержанию гликогена
штаммы IPPAS B-256 и IPPAS B-287 находились в
пределах известных средних значений 10–15%
для общего содержания углеводов [14]. Содержа-
ние гликогена в клетках IPPAS B-1526 было зна-
чительно выше и достигало 46.9 ± 4.9% в стаци-
онарной фазе. Все исследуемые штаммы имели
более низкую долю ГЛК по сравнению со сред-
ними известными значениями 40% [14], однако
за счет высокой продуктивности по биомассе со-
держание ГЛК в культуре штаммов IPPAS B-1526
и IPPAS B-287 достигало значений, превышаю-
щих полученные в других экспериментах [17, 18].

Так как на разработанной нами установке воз-
можно полное воспроизведение заданных условий
по свету, температуре и обеспеченностью углекис-
лотой в разных секциях, то было возможно провести
сравнение в минимально необходимых трех повтор-
ностях двух сестринских штаммов C. zofingiensis, по-
лученных в коллекции IPPAS из разных мест в
разное время и поддерживаемых на протяжении
десятилетий на разных средах. Сравнение росто-
вых кривых и биохимического состава показало
отсутствие значительных различий между штам-
мами. Оба штамма оказались способными к вто-
ричному каротиногенезу и накоплению липидов,
т.е. две основные биотехнологичеки ценные ха-
рактеристики C. zofingiensis [16] были сохранены в
обоих штаммах.

Таким образом, представленная нами лабора-
торная система имеет простое исполнение и со-
брана из доступных материалов (см. раздел 2.1),
поэтому воспроизведение ее аналогов возможно
практически в любой лаборатории. Лабораторная
установка имеет широкий спектр применения,
примеры которого приведены в данной работе.

Работа выполнена на базе “Научно-производ-
ственного биотехнологического комплекса для про-
ведения работ по изучению, сохранению и практи-
ческому применению культивируемых клеток и ор-
ганов высших растений и микроводорослей” при
финансовой поддержке Мегагранта Правитель-
ства Российской Федерации, Соглашение № 075-
15-2019-1882 (эксперименты с микроводоросля-
ми и цианобактериями), а также в рамках выпол-
нения темы № 122042600086-7 государственного
задания Министерства науки и высшего образо-
вания России (температурные тесты, тесты на
стерильность и перемешивание).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.
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