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ОЦЕНКА ВОЗМОЖНОСТИ УВЕЛИЧЕНИЯ БИОМАССЫ 
И ПРОДУКТОВ СИНТЕЗА У РОДОВ SPIRULINA И ARTHROSPIRA 
(CYANOPHYTA) ПОСЛЕ КРИОКОНСЕРВАЦИИ

Д. И. Петрухина
Калужский государственный университет им. К. Э. Циолковского, Россия

Исследовали состав компонентов питательных сред для рекультивирования ци-
анобактерий Arthrospira platensis и Spirulina subsalsa после их длительной крио-
консервации. Оценивали биологические закономерности роста и биосинтети-
ческой активности цианобактерий (продукции биомассы, липидов, белка и саха-
ров, фенольных соединений) в присутствии различных макро- и микроэлементов. 
Добавление ретентата молочной сыворотки к разбавленной питательной среде 
Заррука способствует повышению прироста биомассы цианобактерий A. platensis 
(от 8,4 до 25,5 %) и S. subsalsa (от 5,2 до 28,7 %) после криоконсервации по сравне-
нию с выращиванием без добавления ретентата. В данных условиях выращивания 
увеличивалось содержание фенольных соединений в биомассе цианобактерий: 
в 1,4–1,8 раза у S. subsalsa и в 1,8–2,4 раза у A. platensis. Содержание липидов ва-
рьировало в биомассе S. subsalsa с 9,67 до 15,39 %, A. platensis – с 11,01 до 13,01 % 
при применении оригинального либо модифицированного ретентата молочной 
сыворотки. Применение модифицированного ретентата молочной сыворотки по-
зволило увеличить содержание общего белка и редуцирующих сахаров в биомас-
се S. subsalsa на 14,67 и 4,69 %, а A. platensis – на 11,99 и 9,16 % соответственно 
по сравнению с оригинальным ретентатом молочной сыворотки. Сделан вывод 
о том, что разбавленная среда Заррука с добавлением 2,0 % модифицированного 
либо оригинального ретентата сыворотки может использоваться для выращивания 
цианобактерий после криоконсервации.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: цианобактерии; прирост биомассы; биосинтетическая ак-
тивность; макро- и микроэлементы.

D. I. Petrukhina. ASSESSMENT OF THE POSSIBILITY OF AN INCREASE 
IN THE BIOMASS AND SYNTHESIS PRODUCTS OF SPIRULINA & 
ARTHROSPIRA (CYANOPHYTA) AFTER CRYOPRESERVATION

The composition of nutrient media for recultivation of cyanobacteria Arthrospira platensis 
and Spirulina subsalsa after their long-term cryopreservation was investigated. The effect 
of various macro- and microelements on cyanobacteria growth and biosynthetic activity 
(biomass production, phenolic compounds, lipids, protein and carbohydrate contents) 
was evaluated. The addition of whey retentate to diluted Zarrouk’s medium promoted 
the increase in the biomass of A. platensis (8.4 vs. 25.5 %) & S. subsalsa (5.2 vs. 28.7 %) 
after cryopreservation compared to cultivation in diluted Zarrouk’s medium without whey 
retentate. With these culture conditions, the content of phenolic compounds increased 
in both S. subsalsa (1.4–1.8-fold) and A. platensis (1.8–2.4-fold). The lipid content va-
ried in S. subsalsa from 9.67 % to 15.39 % and in A. platensis from 11.01 to 13.01 % when 



75

Введение

Цианобактерии, в том числе Spirulina и Ar‑
throspira, применяются в производстве пище-
вого белка, разнообразных лечебно-профи-
лактических препаратов, высококачественных 
кормов для животных, пигментов и пищевых 
красителей, а также других востребованных 
продуктов для медицины, косметологии, жи-
вотноводства и аквакультуры [Vonshak, 2002; 
Sili et al., 2012]. Представителей родов Spirulina 
и Arthrospira применяют для удаления нитра-
тов, фосфора, аммония и мочевины из сточных 
вод [Converti et al., 2006; Mezzomo et al., 2010]. 
Эти цианобактерии исторически используют-
ся в питании человека, поскольку их биомасса 
содержит такие ценные соединения, как лег-
коусвояемые протеины, липиды, полисахари-
ды, фенольные соединения, кроме того, имеет 
низкую калорийность и высокую биодоступ-
ность содержащихся в ней биологически ак-
тивных компонентов [Koru, 2012]. В качестве 
корма для выращивания животных, в том числе 
рыб и беспозвоночных видов (например, гре-
бешков), используется 30 % произведенной 
биомассы Arthrospira [Belay et al., 1996]. До не-
давнего времени интерес к Spirulina и Arthro‑
spira ssp. основывался главным образом на пи-
щевой ценности, однако они еще обладают 
высокой биологической активностью. Эта ак-
тивность связана с содержанием в их составе 
компонентов, определяющих широкий спектр 
полезных свойств, таких как фикоцианин (си-
ний пигмент), кальций-спирулан (сульфатиро-
ванный полисахарид), циановирин-N и сульфо-
липиды. Хотя биомасса данных цианобактерий 
используется во всем мире прежде всего для 
извлечения компонентов с антиоксидантны-
ми свойствами, она также может применяться 
как сырье для биотоплива [Markou et al., 2013; 
Vieira Salla et al., 2016; Chen et al., 2018]. Пред-
ставители родов Spirulina и Arthrospira благо-
даря возможности их относительно простого 
и безопасного культивирования выращиваются 
в промышленных масштабах во многих странах 
мира [Eriksen, 2008].

Одним из первых подробное исследование 
условий роста цианобактерии Arthrospira sp. 
провел Клод Заррук (Claude Zarrouk) в своей 
диссертационной работе. Питательная среда, 
разработанная Зарруком, стала стандартной 
средой для выращивания цианобактерий родов 
Arthrospira и Spirulina [Vonshak, 2002; Eriksen, 
2008; Sili et al., 2012]. Представляется инте-
ресным возможное повторное использование 
питательной среды Заррука после выращива-
ния на ней культур Arthrospira sp. и Spirulina sp., 
поскольку применение этой многокомпонент-
ной среды для культивирования цианобактерий 
в больших объемах финансово затратно [Raoof 
et al., 2006; Madkour et al., 2012].

Эксперименты по выращиванию водоро-
слей в «отработанных» питательных средах ве-
дутся в последнее время недостаточно [Loftus, 
Johnson, 2017] и представлены лишь в несколь-
ких работах Morocho-Jácome с соавт. [2016a, 
b]. Показано, что потребление цианобактери-
ями основных питательных веществ из жидкой 
питательной среды Заррука обычно неполное, 
то есть после выращивания и отделения био-
массы этих цианобактерий в культуральной 
среде присутствуют остаточные концентра-
ции нитратов, фосфатов и карбонатов [Mo-
rocho-Jácome et al., 2016a, b]. Это позволяет 
провести лишь частичное их восполнение в пи-
тательной среде Заррука для ее повторного 
использования, например, для рекультивиро-
вания Arthrospira sp. и Spirulina sp. после дли-
тельной криоконсервации.

Ранее было показано, что миксотрофное 
культивирование в присутствии разных органи-
ческих соединений, например, глюкозы, этано-
ла и уксусной кислоты, приводит к повышению 
значения конечной концентрации биомассы 
цианобактерий [Golmakani et al., 2012]. Молоч-
ная сыворотка имеет высокое содержание ор-
ганических соединений (в основном лактозы, 
а также L- и D-лактата, D-галактозы) и является 
основным и недорогим побочным продуктом, 
который образуется в процессе переработки 
молочного сырья [Vieira Salla et al., 2016], в свя-
зи с чем ее применение при культивировании 

original or modified whey retentate were used. The application of modified whey retentate 
increased the content of total protein and carbohydrate by 14.67 and 4.69 % in S. subsal‑
sa and by 11.99 and 9.16 % in A. platensis, respectively, compared to the results with ori-
ginal retentate. It was concluded that diluted Zarrouk’s medium with the addition of 2.0 % 
of either modified or original whey retentate can be used for re-cultivation of cyanobac-
teria after cryopreservation.

K e y w o r d s: cyanobacteria; biomass increment; biosynthetic activity; macro- and mi-
cronutrients.
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микроорганизмов экономически целесообраз-
но. Кроме того, использование побочных про-
дуктов, которые часто классифицируются как 
«отходы», для выращивания микроорганизмов 
может способствовать снижению затрат произ-
водства на их утилизацию.

Рост цианобактерий и состав их биомассы 
находятся в зависимости от многих факторов, 
наиболее важный из которых – это доступность 
питательных веществ, содержащихся в среде 
для культивирования [Olguín et al., 2001; Mar-
garites, Costa, 2014]. Согласно литературным 
данным, выращивание цианобактерий на стан-
дартной питательной среде Заррука, содер-
жащей молочную сыворотку, способствует 
повышению прироста биомассы этих культур, 
а значит, и ценных продуктов, получаемых из их 
биомассы [Joshi et al., 2014; Vieira Salla et al., 
2016]. Было выдвинуто предположение, что до-
бавление молочной сыворотки к питательной 
среде для выращивания цианобактерий родов 
Spirulina и Arthrospira может повысить эффек-
тивность рекультивирования этих микроорга-
низмов после криоконсервации. Представля-
лось интересным также оценить влияние при-
менения ретентата молочной сыворотки для 
обогащения разбавленной питательной среды 
Заррука на содержание белков, липидов, саха-
ров и фенольных соединений у рекультивиро-
ванных после криоконсервации культур циано-
бактерий родов Spirulina и Arthrospira.

Материалы и методы

Опыты проводили с двумя видами цианобак-
терий Spirulina subsalsa PCC 9445 и Arthrospira 
platensis PCC 9223 из коллекции культур уни-
верситета Пастера, Франция. Исходные культу-
ры S. subsalsa PCC 9445 и A. platensis PCC 9223 
выращивали на жидкой питательной среде 
в автоклавированных конических стеклянных 
колбах Эрленмейера объемом 100 мл, с широ-
ким горлышком, с пробками из целлюлозной 
массы. Питательную среду Заррука стерилизо-
вали фильтрованием через стерильный фильтр 
из ацетата целлюлозы (диаметр пор 0,45 мкм). 
Цианобактерии культивировали при темпера-
туре 30 °С в инкубаторе Minitron (фирма Infors 
HT, Швейцария) с постоянным перемешива-
нием с помощью встроенного орбитального 
шейкера диаметром качания 25 мм. Частота 
вращения составляла 110 об/мин. Освещение 
обеспечивали шестью люминесцентными лам-
пами Grolux 15W (фирма Osram Sylvania, США), 
которые располагались над колбами на высоте 
40 см, обеспечивая среднюю интенсивность 
света на поверхности клеточной суспензии 

21 мкмоль/(м2с). Выращивание цианей осу-
ществляли с 16-часовым фотоциклом.

После 12 дней культивирования питатель-
ную среду удаляли в стерильных условиях, 
а биомассу промывали стерильной дистилли-
рованной водой. Отмытую биомассу в коли-
честве 0,9 мл помещали в полипропиленовые 
криофлаконы объемом 2 мл с завинчиваю-
щейся крышкой. Затем в эти же криофлаконы 
в качестве криопротектора добавляли одномо-
ментно стерильный раствор ДМСО в качестве 
криопротектора в двойной концентрации (20 %) 
до отметки общего объема в 1,8 мл. После это-
го криофлаконы выдерживали 10 мин в темноте 
при постоянном перемешивании на ротаторе 
со скоростью 20 об/мин.

После инкубирования с криопротекторами 
в темноте криофлаконы с биомассой помеща-
ли в полимерный контейнер для заморажива-
ния (Mr. Frosty, Nalgane, США), который был 
предварительно охлажден до 4 °С в течение 
минимум 5 часов. Данный контейнер обеспе-
чивает воспроизводимую скорость охлажде-
ния минус 1 °C в минуту. Контейнер Mr. Frosty 
с криофлаконами помещали в морозильную 
камеру, в которой поддерживалась постоянная 
температура минус 80 °С. Через 1,5 часа крио-
флаконы с цианеями перемещали из контей-
нера Mr. Frosty™ в пластиковые боксы и про-
должали хранить 12 месяцев при температуре 
минус 80 °С.

Для размораживания криофлаконы с циане-
ями извлекали из морозильной камеры и пере-
носили на водяную баню с температурой воды 
37 °С, где выдерживали до исчезновения льда. 
После размораживания содержимое криофла-
кона переносили в стерильную колбу Эрлен-
мейера с 10 мл питательной среды. Затем кол-
бы Эрленмейера с цианеями инкубировали как 
исходные культуры.

Исходные культуры цианобактерий выращи-
вали на питательной среде Заррука с рН от 9,1 
до 9,6. Питательная среда Заррука использова-
лась в модификации от коллекции водорослей 
университета Гёттенгена, Германия (Spirulina 
Medium (=Spirul.)) (табл. 1.)

Представлялось интересным определить 
возможность использования разбавленной пи-
тательной среды Заррука (табл. 1.) для рекуль-
тивирования цианобактерий после криокон-
сервации. Разбавленная среда была получена 
путем добавления к стандартной питательной 
среде Заррука равного объема культуральной 
среды, оставшейся после выращивания на ней 
биомассы цианобактерий A. platensis PCC 9223 
и S. subsalsa PCC 9445, которую использовали 
для криоконсервации.
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Для обогащения разбавленной среды Зар-
рука использовали ретентат молочной сыво-
ротки (рН 4,80, плотность 1,080 г/см3). После 
обогащения разбавленная (1:1) питательная 
среда Заррука содержала 2 % ретентата мо-
лочной сыворотки. Был применен оригиналь-
ный ретентат и модифицированный (табл. 2.).

Повторность в пределах одного варианта 
опыта с питательной средой – пятикратная. Каж-
дый опыт повторяли три раза. На рисунках и в та-
блицах приведены средние арифметические 
значения и их стандартные ошибки. В статье об-
суждаются величины, достоверные при р < 0,05.

В биомассе цианобактерий, культивируемых 
после криоконсервации, определяли содержа-
ние редуцирующих (восстанавливающих) саха-
ров (методом Миллера) [Miller, 1959], суммар-
ного количества липидов (методом, основан-
ным на реакции с сульфофосфованилиновым 
реактивом) [Zöllner, Kirsch, 1962; Knight et al., 
1972] и суммарного количества белка (мето-
дом Бредфорда) [Bradford, 1976]. Такие до-
статочно старые методические приемы были 
применены для эффективности проводимых 
исследований, верной интерпретации резуль-
татов и сравнения с данными других авторов, 
использующих такие же методы [Olguín et al., 
2001; Raoof et al., 2006; Madkour et al., 2012; 
Markou et al., 2013; Margarites, Costa, 2014; Viei-
ra Salla et al., 2016; Chen et al., 2018].

Определение общего содержания (суммы) 
фенольных соединений в экстракте цианобак-
терий проводили стандартным методом с при-
менением реактива Фолина – Чокальтеу, как 
описано в работах Синглтона и соавт. [Single-
ton, Rossi, 1965; Singleton et al., 1999].

Результаты и обсуждение

Результаты исследования показали, что ис-
пользование разбавленной (1:1) среды Заррука 
не влияло на жизнеспособность и рост штам-
мов после криоконсервации цианобактерий 
A. platensis PCC 9223 и S. subsalsa PCC 9445 
(табл. 3).

Так, у исследуемых штаммов A. platensis 
и S. subsalsa после оттаивания наблюдали рост 
клеток этих нитевидных цианобактерий (три-
хом) на разбавленной среде Заррука, а при-
рост биомассы составил 78,25 и 93,5 % соот-
ветственно по сравнению с этим показателем 
у цианобактерий, выращенных на стандартной 
питательной среде Заррука. Таким образом, 
полученные данные говорят о возможности 
применения для рекультивирования исследу-
емых цианобактерий после криоконсервации 
разбавленной среды Заррука. Разбавление 

Таблица 1. Состав среды Заррука

Table 1. Composition of Zarrouk’s medium

Компонент
Components

Содержание
Content

NaHCO3 13,61 г (g) 
Na2CO3 4,03 г (g) 
K2HPO4 0,50 г (g) 
NaNO3 2,50 г (g) 
K2SO4 1,00 г (g) 
NaCl 1,00 г (g) 

MgSO4 7H2O 0,20 г (g) 
CaCl2 2H2O 0,04 г (g) 
FeSO4 7H2O 0,01 г (g) 

Na2ЭДТА 0,08 г (g) 
раствор микроэлементов*

micronutrient solution* 5 мл (ml) 

вода дистиллированная
distilled water

до 1 литра
up to 1 liter

*Раствор микроэлементов для питательной среды Заррука

*Micronutrient solution for Zarrouk’s medium

Компонент
Components

Первичный раствор
[г/ 100 мл]

Stock solution
[g/ 100 ml] 

Добавление 
в раствор 

микроэлементов
Applied solution

ZnSO4 7H2O 0,10 1 мл (ml) 
MnSO4 4H2O 0,10 2 мл (ml) 

H3BO3 0,20 5 мл (ml) 
Co (NO3) 2 6H2O 0,02 5 мл (ml) 
Na2MoO4 2H2O 0,02 5 мл (ml) 

CuSO4 5H2O 0,0005 1 мл (ml) 
FeSO4 7H2O - 0,7 г (ml) 

Na2ЭДТА - 0,8 г (g) 
вода дистил-
лированная

distilled water
- до 1 литра

up to 1 liter

Таблица 2. Состав оригинального и модифициро-
ванного ретентата молочной сыворотки

Table 2. Composition of whey retentate (original 
and modified)

Компоненты
Components

Ретентат молочной сыворотки, мг/л
Retentate of whey, mg/L

Оригинальный
Original

Модифицированный
Modified

NH4-N 290 4610
orto-PO4-P 2150 2130

K 5320 6180
Na 5100 5800
S 147 4400

Ca 2330 2640
Mg 380 414
Zn 11,7 38
Fe <0,4 21,7
Cu <0,8 5,5
Mn <0,4 5,3
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среды Заррука не только снижает стоимость 
питательной среды для выращивания Spirulina 
sp. и Arthrospira sp., но добавление культураль-
ной среды после выращивания цианобактерий 
уменьшает также количество отходов, утилизи-
руемых в окружающую среду.

Тем не менее, несмотря на эффективность 
применения разбавленной среды Заррука, 
в экспериментах наблюдается некоторое сни-
жение прироста биомасссы цианобактерий по-
сле криоконсервации. Поэтому представлялось 
целесообразным исследовать возможность оп-
тимизации разбавленной среды Заррука путем 
внесения дополнительных соединений.

В дальнейших экспериментах по рекуль-
тивированию цианобактерий A. platensis 
PCC 9223 и S. subsalsa PCC 9445 после крио-
консервации использовали разбавленную пи-
тательную среду Заррука, то есть среду с де-
фицитом питательных веществ, обогащенную 
ретентатом молочной сыворотки (2 %).

Ретентат молочной сыворотки являлся про-
дуктом ультрафильтрации кислой сыворотки 
с последующим обратным осмосом ультра-
фильтрационного пермеата. С целью определе-
ния возможности влияния молочной сыворотки 
в среде на эффективность рекультивирования 
криоконсервированные культуры A. platensis 
PCC 9223 и S. subsalsa PCC 9445 сразу после 
оттаивания выращивали на двух вариантах пи-
тательной среды, обогащенных оригинальным 
либо модифицированным ретентатом молоч-
ной сыворотки. Оригинальный ретентат поми-
мо высокого содержания белка имел 290 мг/л 
общего аммонийного азота, 414 мг/л магния, 
а также высокое содержание кальция, калия 
и натрия. Модифицированный ретентат был 
дополнительно обогащен аммонийным азотом 
до 4610 мг/л и содержал больше биологически 
значимых элементов, таких как Zn, Fe, Cu, Mn, 
для компенсирования их возможного дефицита 
в разбавленной питательной среде Заррука.

Результаты исследования показали, что 
добавление ретентата молочной сыворотки 
к разбавленной питательной среде Заррука 
способствует повышению прироста биомассы 
цианобактерий A. platensis PCC 9223 (от 8,4 
до 25,5 %) и S. subsalsa PCC 9445 (от 5,2 до 
28,7 %) после криоконсервации по сравнению 
с выращиванием без добавления ретентата, 
т. е. с контрольной культурой (рис. 1).

Полученные результаты исследования по-
зволяют считать, что повышение прироста био-
массы цианобактерий после криоконсервации 
связано с питательными веществами, которые 
содержит ретентат молочной сыворотки. При-
чем наибольшие показатели были получены 
при применении модифицированного ретен-
тата молочной сыворотки по сравнению с куль-
турами цианобактерий, выращенными после 
криоконсервации на разбавленной питатель-
ной среде Заррука без добавления ретентата. 
Можно предположить, что полученные резуль-
таты связаны с составом используемого в на-
шей работе модифицированного ретентата 
молочной сыворотки, который отличался повы-
шенным содержанием азота и большим содер-
жанием биологически значимых ионов метал-
лов (Zn, Fe, Cu, Mn).

Такое предположение подтверждается ис-
следованиями авторов о том, что питательные 

Таблица 3. Прирост биомассы у цианобактерий 
A. platensis PCC 9223 и S. subsalsa PCC 9445 после 
криоконсервации
Table 3. Final biomass concentrations of A. platensis 
PCC 9223 and S. subsalsa PCC 9445 after cryostorage

Питательная среда 
Заррука

Zarrouk’s medium

Прирост биомассы 
цианобактерий, г/л

Final biomass concentrations, g/L
S. subsalsa  
PCC 9445

A. platensis  
PCC 9223

Разбавленная
Diluted medium 0,633 ± 0,008 0,903 ± 0,001

Стандартная
Complete medium 0,677 ± 0,002 1,154 ± 0,002

Рис. 1. Прирост биомассы цианобактерий A. platen‑
sis PCC 9223 и S. subsalsa PCC 9445 после криокон-
сервации (% от контрольной культуры. В качестве 
контрольной выступала разбавленная питательная 
среда Заррука)
Fig. 1. Final biomass concentrations of A. platensis PCC 
9223 and S. subsalsa PCC 9445 after cryostorage (% 
in comparison with control culture. The control – diluted 
Zarrouk’s medium)
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соединения молочной сыворотки усваивают-
ся цианобактериями рода Arthrospira. Ранее 
выявлено, что цианобактерии растут на сточ-
ных водах завода по переработке молока (при 
разбавлении до 30 % с добавлением NaHCO3 
(16 г/л)) [Chang et al., 2013]. Также было по-
казано, что при выращивании цианобактерий 
на подсырной сыворотке их биомасса увеличи-
валась на 40–97 % [Cantú-Lozano et al., 2013].

В наиболее близкой к нашему исследова-
нию работе [Vieira Salla et al., 2016] цианобакте-
рию A. platensis выращивали на разбавленной 
дистиллированной водой среде Заррука (20- 
и 30%-й) с добавлением ретентата молочной 
сыворотки в концентрациях 1,25 и 2,5 %. Одна-
ко в статье показано, что замена стандартной 
среды Заррука на разбавленную (20- и 30%-ю) 
с добавлением ретентата молочной сыворот-
ки не влияет на рост цианобактерии. Авторы 
отмечают, что достигли идентичной конечной 
концентрации клеток на стандартной среде 
Заррука и разбавленной с добавлением с 2,5 % 
ретентата молочной сыворотки. Такие данные 
можно объяснить тем, что в отличие от ретен-
татов (оригинального и модифицированного), 
используемых в данной работе, ретентат мо-
лочной сыворотки, используемый в работе Viei-
ra Salla с соавт. [2016], имел высокое содержа-
ние лактозы (7,18 %), но меньшее содержание 
магния (118,20 мг/л) и общего аммонийного 
азота (107,10 мг/л).

Полученные нами данные показали, что обо-
гащение питательной среды Заррука ретен-
татом молочной сыворотки способствует уве-
личению содержания суммарного количества 
белка, редуцирующих сахаров и общих липи-
дов в биомассе A. platensis PCC 9223 (рис. 2, б) 
и S. subsalsa PCC 9445 (рис. 2, а), рекультиви-
рованных после криоконсервации. Это может 
быть связано с повышением эффективности 
фотосинтеза цианобактерий благодаря при-
сутствию в питательной среде ретентата мо-
лочной сыворотки, который имеет высокое со-
держание магния.

Так, при добавлении оригинального ретента-
та молочной сыворотки в биомассе цианобак-
терий было следующее содержание белка и са-
харов: у S. subsalsa PCC 9445 – 35,47 и 17,22 %, 
а у A. platensis PCC 9223 – 32,22 и 23,23 % со-
ответственно. При использовании модифици-
рованного ретентата в биомассе S. subsalsa 
PCC 9445 содержание белка и сахаров было 
еще выше и составило 41,35 и 27,25 %, а в био-
массе A. platensis PCC 9223 – 37,23 и 39,43 % 
соответственно. Содержание липидов варьи-
ровало в биомассе S. subsalsa PCC 9445 с 9,67 
до 15,39 %, A. platensis PCC 9223 – с 11,01 до 

13,01 % при применении оригинального либо 
модифицированного ретентата молочной сы-
воротки.

Результаты исследования также показали 
различия между изучаемыми видами цианобак-
терий. Так, цианобактерия S. subsalsa PCC 9445 
была более чувствительна к применению среды, 
обогащенной ретентатом молочной сыворотки 
после криоконсервации (рис. 2, а). Это может 
быть связано с отзывчивостью штамма, его осо-
бенностями, в том числе видовыми. Таким обра-
зом, применение для обогащения разбавленной 
питательной среды Заррука модифицированного 
ретентата молочной сыворотки позволило уве-
личить содержание общего белка и редуциру-
ющих сахаров в биомассе S. subsalsa PCC 9445 
на 14,67 и 4,69 % соответственно по сравнению 
с применением оригинального ретентата молоч-
ной сыворотки (рис. 2, а). Содержание обще-
го белка и редуцирующих сахаров в биомассе 
A. platensis PCC 9223, выращенной после крио-
консервации в присутствии модифицированно-
го ретентата молочной сыворотки, было выше 
на 11,99 и 9,16 % соответственно по сравнению 
с выращенной в присутствии оригинального ре-
тентата молочной сыворотки (рис. 2, б).

Наши данные согласуются с результатами 
исследования Chang и соавт. [2013], в котором 
в биомассе цианобактерии A. maxima, выра-
щенной на разбавленной до 30 % сточной воде 
завода по переработке молока, содержалось 
65,2 % белка, 11,3 % сахаров и 7,0 % липидов, 
тогда как биомасса этой цианобактерии, выра-
щенная на минеральной среде, имела 72,5 % 
белка, 8,3 % сахаров и 6,3 % липидов.

В то же время в статье Vieira Salla с соавт. 
[2016] приводятся данные о том, что добавле-
ние ретентата в стандартную питательную среду 
Заррука не влияло на содержание в биомассе 
белка и сахаров, а при культивировании циано-
бактерий на разбавленной до 20 % питательной 
среде и добавлении 2,5 % ретентата молочной 
сыворотки происходило снижение содержания 
в биомассе белка (26,44 %) и увеличение содер-
жания сахаров (на 17,24 %). Авторы связывают 
полученные результаты с содержанием лактозы 
в ретентате молочной сыворотки, которая, сама 
являясь сахаром, может повлиять на содержа-
ние сахаров и липидов в биомассе цианобакте-
рий, а также разбавлением питательной среды 
Заррука, что привело к ограничению азота и пе-
ренаправлению фотоассимилированного угле-
рода на синтез углеводов вместо белков и пиг-
ментов [Vieira Salla et al., 2016].

Более высокое содержание белка и пигмен-
тов в биомассе цианобактерий фиксируется 
в условиях достаточного количества азота в пи-
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тательной среде. Сохранить высокое содер-
жание белка в биомассе цианобактерий после 
криоконсервации представлялось крайне важ-
ным, поскольку целью является производство 
биомассы цианобактерий с высоким содер-
жанием продуктов синтеза, то есть c высоки-
ми питательными характеристиками. В нашем 
исследовании сохранение высокого содержа-

ния белка в биомассе рекультивированных ци-
анобактерий свидетельствует о достаточном 
содержании азота в исследуемых питательных 
средах, что достигалось благодаря примене-
нию модифицированного ретентата молочной 
сыворотки.

Также помимо сахаров, белков и липидов 
представлялось важным определить влияние 

Рис. 2. Содержание суммарного количества белка, редуцирую-
щих сахаров и общих липидов (%) в биомассе S. subsalsa PCC 9445 
(а) и A. platensis PCC 9223 (б), выращенной после криоконсервации 
в присутствии ретентата молочной сыворотки (по сравнению с культи-
вацией без добавления ретентата)
Fig. 2. Contents of total protein amount, reducing sugars and total lipids 
(%) in biomass of S. subsalsa PCC 9445 (а) & A. platensis PCC 9223 (б), 
grown after cryostorage in the presence of whey retentate (in comparison 
to cultivation without retentate of whey)
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добавления к питательной среде Заррука ре-
тентата молочной сыворотки на содержание 
фенольных соединений в биомассе A. platensis 
PCC 9223 и S. subsalsa РСС 9445 после крио-
консервации. Фенольные соединения, помимо 
того что являются антиоксидантами, что край-
не важно для спирулины как пищевой добавки, 
могут способствовать увеличению срока хра-
нения биомассы спирулины как продукта. До-
бавление к разбавленной питательной среде 
Заррука ретентата молочной сыворотки при-
вело к повышению выработки фенольных сое-
динений в биомассе цианобактерий (табл. 4). 
Так, добавление ретентата к культивируемой 
среде в 1,4–1,8 раза увеличило содержание 
фенольных соединений в биомассе S. subsalsa 
и в 1,8–2,4 раза у A. platensis.

Однако в отличие от сахаров, липидов 
и белков использование модифицированного 
ретентата молочной сыворотки более значи-
тельно повлияло на содержание фенольных 
соединений в биомассе цианобактерий после 
криоконсервации в сравнении с культурами, 
выращенными в присутствии оригинального 
ретентата молочной сыворотки. При использо-
вании модифицированного состава ретентата 
молочной сыворотки биомасса цианобактерий 
после криоконсервации имеет более высокие 
количественные значения содержащихся фе-
нольных соединений по сравнению с этими 
значениями в культуре цианобактерий, выра-
щенной с оригинальным ретентатом молочной 
сыворотки (на 26,36 и 36,00 % для S. subsalsa 
PCC 9445 и A. platensis PCC 9223 соответст-
венно). Эти результаты можно объяснить более 
высоким содержанием азота в среде с добав-
лением модифицированного ретентата молоч-
ной сыворотки, так как азот, необходимый для 
синтеза ароматических аминокислот, может 
играть важную роль в биосинтезе фенольных 
соединений. Полученные данные подтвержда-
ют работы исследователей, в которых показано 
положительное влияние концентрации азота 

в питательной среде на содержание фенольных 
соединений в биомассе цианобактерий рода 
Arthrospira [Colla et al., 2007a, b; Abd El-Baky 
et al., 2009].

Заключение

Таким образом, результаты нашего иссле-
дования показали возможность применения 
для рекультивирования исследуемых циано-
бактерий после криоконсервации разбавлен-
ной (1:1) среды Заррука, используемой при 
рекультивировании цианобактерий A. platensis 
PCC 9223 и S. subsalsa PCC 9445 после крио-
консервации. Полученные данные подтвер-
дили эффективность применения ретентата 
молочной сыворотки для обогащения среды 
Заррука при рекультивировании цианобак-
терий A. platensis PCC 9223 и S. subsalsa PCC 
9445 после криоконсервации. Было показано, 
что выращивание цианобактерий после крио-
консервации на разбавленной среде Заррука 
с добавлением ретентата молочной сыворотки 
способствовало увеличению содержания таких 
важных соединений, как редуцирующие саха-
ра, липиды, белок, а также фенольных соедине-
ний в биомассе цианобактерий. При этом наи-
большее увеличение концентрации указанных 
соединений в биомассе цианобактерий можно 
получить за счет использования модифициро-
ванного ретентата молочной сыворотки, что 
объясняется повышенным содержанием азота 
(до 4610 мг/л) и большим содержанием биоло-
гически значимых элементов, таких как Zn, Fe, 
Cu, Mn.

Полученные результаты применения пи-
тательной среды, обогащенной ретентатом 
молочной сыворотки, могут также указывать 
на антистрессовый эффект, вероятно, за счет 
содержащихся в такой среде компонентов, 
по отношению к рекультивируемым цианобак-
териям. Возможно, выращивание цианобак-
терий сразу после оттаивания на питательной 

Таблица 4. Содержание фенольных соединений в биомассе цианобактерий
Table 4. Phenolic compounds content in biomass

Ретентат молочной сыворотки
Retentate of whey

Фенольные соединения (мг/г биомассы цианобактерий)
Phenolic compounds (mg/g of biomass) 

S. subsalsa PCC 9445 A. platensis PCC 9223
Без ретентата

(разбавленная среда Заррука)
Without retentate of whey

(diluted Zarrouk’s medium) 

2,17 ± 0,23 1,34 ± 0,15

Оригинальный
Original 3,11 ± 0,22 2,41 ± 0,25

Модифицированный
Modified 3,93 ± 0,20 3,28 ± 0,27



82

среде с молочной сывороткой помогает клет-
кам этих микроорганизмов восстанавливаться 
после криоконсервации. Поскольку, соглас-
но литературным данным, для ряда бактерий 
стресс после криоконсервации сохраняется 
в течение нескольких делений.

Следует также отметить и значительную эко-
номическую выгоду от использования разбав-
ленной (в два раза) питательной среды Заррука 
с добавлением в эту среду молочной сыворот-
ки, недорогого побочного продукта молочной 
промышленности, снижающего стоимость сре-
ды при высокой эффективности рекультивиро-
вания цианобактерий после криоконсервации 
с повышением содержания белков, сахаров, 
липидов и фенольных соединений в биомассе.

Работа поддержана стипендией Президента 
Российской Федерации для обучения за рубе‑
жом аспирантов российских вузов, стипенди‑
ей MULTIC от международной стипендиальной 
программы ERASMUS MUNDUS Action 2 и сти‑
пендией Дрезденского технического универ‑
ситета для развития научной карьеры у женщин 
(Scholarship Program for the Promotion of Ear‑
ly‑Career Female Scientists of TU Dresden).
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