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Изобретение относится к биотехнологии и
может использоваться для культивирования
водоросли Chlorella vulgaris в промышленных
масштабах. Питательная среда включает
компонентыосновной питательной средыБолда,

почвенную вытяжку, витамины B1 и В12 в
заданном соотношении. Изобретение позволяет
увеличить концентрацию суспензии, оптическую
плотность и темпы роста Chlorella vulgaris. 4 табл.
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Изобретение относится к биотехнологии иможет использоваться дляпромышленного
получения водоросли Chlorella vulgaris. Питательная среда включает компоненты
основной питательной средыБолда, почвенную вытяжку, витаминыВ1 иВ12 в заданном
соотношении. Изобретение позволяет увеличить концентрацию суспензии, оптическую
плотность и темпы роста Chlorella vulgaris.

Для промышленного производства микроскопических водорослей, в том числе и
Chlorella vulgaris, требуется создание благоприятных условий для их роста. Для
выращивания водорослей необходимо поддержание оптимального уровня освещения
и температуры, концентрации углекислого газа, а также перемешивание.Для достижения
максимального прироста водоросли необходимоподобрать оптимальнуюпитательную
среду, которая удовлетворяет физиологические потребности водоросли. Питательная
среда по своему составу должна максимально воспроизводить условия, в которых вид
обитает в природе. Питательные среды, используемые для культивирования Chlorella
vulgaris, содержат макро- и микроэлементы, которые обеспечивают нормальную
жизнедеятельность клеток.

Для выращивания хлореллы используется среда Тамия (Tamiya, 1957). Одной из
особенностей выращивания водоросли в данной среде является нехватка азота и
повышенная концентрация калия, что ведет к подщелачиванию среды. Чтобы избежать
подобного явления рекомендуется применить мочевину как источник азота. Так было
выяснено, что для среды Тамия, содержащей нитратный азот, характерно присутствие
повышенных концентраций серы и магния.

С целью устранения недостатков среды Тамия была разработана среда №3, для
которой были характерны тот же прирост биомассы, что и у среды Тамия с нитратным
азотом и ниже на 1%в отличие от средыТамия смочевиной (Мещерякова, 2016). Однако
среда №3 дает меньший прирост биомассы хлореллы, чем среда Тамия.

Также известна питательная среда для выращивания хлореллы на основе среды
Тамия с добавлением аммофоса, калимагнезия и хлорного железа (SU 506962).

Для выращивания хлореллы используется также среда Бенеке (Wijanarko, 2011).
Установлено, что среда Бенеке, содержащая нитрат калия, является оптимальной для
накопления липидов до 0,42 г/г биомассы. В случаях применения мочевины как
источника азота, рост клеток снижался на 30%, однакопри этомпроисходило увеличение
содержание белка в клетках водоросли. Было установлено, что использование для
среды сточных вод с аммиаком увеличивает скорость роста хлореллы на 55-60%, а
внутриклеточные липиды увеличиваются на 8,5%.

Группа ученых с П. Хелд изучала возможности культивирования хлореллы на
питательных средах BG-11, ТАР и ТР. Прирост числа клеток в среде TP был ниже, чем
в среде ТАР в 1,7 раз, а прирост биомассы в среде BG-11 был ниже, чем в среде ТАР в
16 раз (Дворецкий и др., 2015).

К недостаткам питательных сред Тамия с модификациями, Бенеке, BG-11, ТАР и TP
относится относительно низкий темп прироста биомассы.

Следует отметить, что все перечисленные выше питательные среды характеризуются
использованием ограниченного числа микроэлементов. Это негативно сказывается на
росте и жизнеспособности клеток Chlorella vulgaris. Микроэлементы особенно важны
для культивирования хлореллы в течение длительного времени, так как при их нехватке
со временем будет происходить угнетение их жизнеспособности и гибель.

Известна также среда Люка для выращивания водорослей с использованием ионита
«Ионосорб™» и куриного помета (RU 2556126). Недостатком этой среды является
необходимость использования ионита, которыйдостаточно сложноприбрести.Куриный
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помет относится к отходам III класса опасности, его гашение требует специальных
навыков и тщательного соблюдения техники безопасности.

Основная среда Болда (Bold's Basal Media - ВВМ) - это среда, которая широко
используется для выращивания водорослей (Bischoff, Bold, 1963). От других сред она
отличается использованием большого числа микроэлементов, что позволяет
поддерживать жизнеспособность водорослей в течение длительного времени (таблица
1). Однако в ряде случаев даже при использовании основной средыБолда наблюдается
замедление скорости роста водоросли. Причиной этих процессов является нехватка
витаминов, а также органических веществ, присутствующих в естественных условиях
обитания.

Задача, на решение которойнаправлено заявляемое изобретение, является разработка
питательной средыдля культивирования водорослиChlorella vulgaris с цельюповышения
темпов роста и плотности суспензии за небольшой промежуток времени.

Для решения задачи предлагается питательная среда для культивирования водоросли
Chlorella vulgaris, которая отличается введениемновыхкомпонентов (почвенной вытяжки
и витаминов В1 и В12) в определенных соотношениях.

Для получения суспензии используется аутентичныйштаммChlorella vulgaris Beijerinck
ВСАС76. Готовится питательная среда Болда согласно стандартному рецепту (Bischoff,
Bold, 1963; Гайсина и др., 2008). Почвенную вытяжку получают путем добавления 10
мг просеянной воздушно-сухой почвы к 40 мл дистиллированной воды с последующим
взбалтыванием. Раствор оставляют на сутки, затем фильтруют через бумажный
складчатый фильтр (Кабиров, Сугачкова, 2005) и стерилизуют автоклавированием. В
1 л среды добавляется 40 мл почвенной вытяжки и по 0,125 мкг витаминов B1 и В12. В
питательную среду вносят маточный раствор Chlorella vulgaris, которую затем
культивируют при комнатной температуре в сочетании искусственного и естественного
освещения при световой и темновой фазах 12:12 ч. Эксперименты проводятся в 500 мл
колбах с рабочим объемом 230 мл. Для исключения оседания и агрегации клеток
водорослей используется перемешивающее устройство ПЭ-6300.

Для контроля количества и концентрации клеток образцы суспензии отбираются
каждые 24 часа. Предварительная оценка прироста клеток в суспензии осуществляется
методом прямого подсчета клеток в камере Горяева. Так же определяется общая
концентрация клеток (Биотест-системы…, 2014). Оптическая плотность измеряется с
помощью концентрационного фотоколориметра КФК-3-01.

Чтобы показать, насколько эффективен тот или иной состав питательной среды,
определяется темп роста водоросли. Темп роста зависит от плотности суспензии,
отобранной с интервалом, например, один раз в сутки, в зависимости от скорости роста
водоросли (Barsanti, Gualtieri, 2006).

Темп роста (μ) рассчитывается с использованием формулы:

где N2 и N1 - это число клеток во время t1 и t2.
Когда N2 это удвоенная N1, например, если численность клеток увеличилась вдвое.

Скорость роста можно выразить формулой:
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где Tg - это время генерации.
С учетом того, что ln (2)=0,6931, время генерацииможет быть подсчитано поформуле:

Для статистической оценки результатов использовали критерий SВальда-Вольфовица
(Кузнецов, 2006). Оценка различия выборок по данному критерию осуществляется при
помощи программы Statistica trial, пробная версия которой имеется в интернете в
свободном доступе (http://statsoft.ru/products/trial/).

Пример конкретной реализации способа. Эксперимент был направлен на сравнение
эффективности культивирования на среде Болда с добавлением витаминов B1 и В12
(первый вариант), среде Болда с добавлением почвенной вытяжки (второй вариант),
среде Болда с добавлением витаминов B1 и В12 и почвенной вытяжки (третий вариант).
На 12-е сутки культивирования концентрация клеток водоросли на среде Болда с
витаминами и почвенной вытяжкой составила 9,19 млн клеток/мл, на среде Болда с
добавлением витаминов - 8,15 млн клеток/мл и на среде Болда с почвенной вытяжкой
- 7,05 млн клеток/мл (таблица 2). Сочетание питательной среды с витаминами и
почвенной вытяжкой приводит к значительному увеличению концентрации клеток
водоросли, следовательно, данный вариант среды наиболее эффективен при получении
суспензии.

Так же была определена оптическая плотность суспензии при длине волны 670 нм
(таблица 3), которая достигала максимума 0,362 на 12-е сутки культивирования при
сочетании питательной среды Болда с витаминами и почвенной вытяжкой.

Наибольший темп роста Chlorella vulgaris, равный 0,152, наблюдался при
культивировании на среде Болда с почвенной вытяжкой и витаминами (таблица 4).При
культивировании на среде Болда с витаминами темп роста был равен 0,132, при
выращивании на среде Болда с почвенной вытяжкой - 0,134 (таблица 4).

Статистический анализ результатов экспериментов по влиянию среды с почвенной
вытяжкой и витаминами на оптическую плотность суспензии по критерию Вальда-
Вольфовица показал их достоверность (S=0,156714).

Таким образом, разработанная питательная среда Болда с добавлением почвенной
вытяжки, витаминов тиамина, цианкобаламина позволяет повысить концентрацию
суспензии, оптическую плотность и темпы роста хлореллы за небольшой промежуток
времени, что актуально при промышленных масштабах производства водоросли.
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(57) Формула изобретения
Питательная среда для культивирования водорослиChlorella vulgaris с использованием

основной питательной среды Болда, отличающаяся одновременным добавлением 40
мл/л почвенной вытяжки, 0,125 мкг/л витамина B1 и 0,125 мкг/л витамина B12.
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