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Технология производства микроводорослей в инкубаторах включает в себя опти-
мизацию условий культивирования под определенный идентифицированный штамм. 
Однако при работе с образцами, выделенными из объектов окружающей среды, прихо-
дится иметь дело с неидентифицированными штаммами и соблюдение условий куль-
тивирования затруднено. В данном исследовании было использовано 10 изолятов ми-
кроводорослей рода Chlorella, которые в последующем были разделены на 3 группы роста 
в зависимости от объема вносимой базовой питательной среды и температуры. Со-
гласно литературным данным, неидентифицированные изоляты могут принадлежать 
новому виду Chlorella sp. или новому лектотипу C. vulgaris.
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Введение

Одной из микроводорослей, выращиваемых для использования в ак-
вакультуре, является род Chlorella, которая представляет собой ценный 
корм для беспозвоночных и рыб. Пресноводная хлорелла производится 
в больших количествах для пищевых продуктов. Обычная технология 
получения микроводорослей в инкубаторах представляет собой много-
ступенчатую резервную систему, при которой культуры выращиваются 
и используются как инокуляты при культивировании в промышленных 
масштабах. При этом условия культивирования настраиваются произ-
водителем под определенный идентифицированный штамм. Однако 
при работе с местными изолятами, которые не прошли генетическую 
идентификацию, на этапе перед началом наращивания в больших мас-
штабах исследователи прибегают к менее сложной, но эффективной 
вертикальной полунепрерывной системе периодического культивиро-
вания, которая экономит пространство инкубатора. Рост и продукция 
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клеточной массы обычно увеличиваются при оптимальных параметрах 
скорости аэрации, концентрации CO2 в среде и освещенности площади 
поверхности культуры [1]. Ранее исследование микроводорослей на ак-
вакультуре Chlorella vulgaris (с соблюдением условий роста и продукции 
клеточной массы) выявило улучшение качества и эффективности ис-
пользования ресурсов, которое привело к увеличению продуктивности 
биомассы [2]. Целью настоящего исследования является изучение групп 
роста у микроводорослей рода Chlorella в зависимости от объема вноси-
мой базовой питательной среды и температуры.

Материалы и методы

В настоящем исследовании было использовано 9 генетически неиден-
тифицированных изолятов (Chlorella sp. B1, Chlorella sp. B2, Chlorella sp. B3, 
Chlorella sp. B4, Chlorella sp. B5, Chlorella sp. B6, Chlorella sp. B7, Chlorella sp. 
B8, Chlorella sp. B9) выделенных из водоемов Казани (Республика Татар-
стан, Россия) и один идентифицированный изолят (C. vulgaris Ch-010-
09). Перед изучением групп роста микроводоросли были наращены до 
концентрации микроводоросли в инокуляте 0,1—0,2 ОЕ с использовани-
ем ранее апробированных условий [2]. Штаммы Chlorella были иденти-
фицированы авторами только классическим методом с описанием мор-
фологических характеристик и использованием световой микроскопии 
[3]. Выращивание изолятов микроводорослей рода Chlorella происходило 
в лабораторных фотобиоректорах с применением коммерческого удо-
брения «Фертика универсал» (гумат — 18 %, N — 8 %, P2O5 — 8 %, K2O 
— 8 %, комплекс микроэлементов) путем растворения 5 г удобрения на 
1 л дистиллята, при начальной концентрации микроводоросли в иноку-
ляте 0,1—0,2 ОЕ, освещенностью 52 Вт, при 24 °C, 28 °C и 32 °C, в 2 л БПС, 
с подачей углекислого газа 0,3 г/л/день и постоянным перемешивани-
ем 6 rpm. Культуру микроводорослей выращивали в течение четырех 
дней. На четвертый день измерили оптическую плотность при длине 
волны 680 нм на спектрофотометре Ultrospec 3300 pro UV/Visible UV 
(Amersham Biosciences, Кембридж, Великобритания). Измерение значе-
ния pH проводили с использованием стационарного pH-метра Starter 
2100 pH Bench pH Meter ST2100-F RU (Ohaus, Шанхай, Китай). Измере-
ние температуры осуществлялось с использованием термометра для ак-
вариумов. Выращивание культур микроводорослей проводили в двух 
повторностях. Каждое измерение выполнялось трижды, а среднее значе-
ние экспериментальных полученных результатов рассчитывались с по-
мощью MS-Excel. Минимальный объем вносимого удобрения (далее — 
Vуд) был определен исходя из роста отдельных изолятов рода Chlorella 
[4]. Увеличение Vуд на объем жидкости проводилось до максимального 
значения pH в растворе (табл. 1). 

Таблица 1 

Характеристики базовой питательной среды

pH 5,0 5,1 5,5 5,6 6,0 6,1 6,5 6,6 7,0 7,1 7,5 7,6 8,0 8,1 8,5 8,6 9,0
Vуд (гр) 5,5 5,6 6,1 6,2 6,6 6,7 7,2 7,3 7,7 7,8 8,3 8,4 8,8 9,0 9,4 9,5 10,0
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Результаты и обсуждение

Все клетки изолятов микроводорослей рода Chlorella имели сфериче-
скую или субсферическую формы (рис. 1). Визуально у всех изолятов 
отсутствовали зооспоры. 

Рис. 1. Морфология изолятов микроводорослей рода Chlorella

Было выявлено различие в скорости роста изолятов Chlorella на 
4-й день в зависимости от Vуд (рис. 2). Кривая роста имеет тенденцию 
к увеличению в диапазонах pH 5,6—7,0 (Chlorella sp. B1, B4, В5, В6, В7, В8 
и B9), 6,6—8,0 (Chlorella sp. B2, B3) и 7,1—8,5 (C. vulgaris Ch-010-09). При 
повторном культивировании была отмечена разница в скорости роста 
изолятов Chlorella в зависимости от температуры: 24 °C (Chlorella sp. B1, B3, 
B4) и 24—28 °C (Chlorella sp. B2, B5, В6, В7, В8 и B9) (рис. 3).
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Рис. 2. Средние значения оптической плотности при культивировании 
изолятов микроводорослей рода Chlorella 

в зависимости от объема вносимого удобрения
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Рис. 3. Средние значения оптической плотности при культивировании 
изолятов микроводорослей рода Chlorella в зависимости от температуры

Был проведен поиск данных по pH интервалам, благоприятным для 
различных видов Chlorella sp., с целью предположения принадлежности 
изолятов, использованных в настоящем исследовании. В списке указаны 
виды, встречающиеся на территории Европейских стран, со схожим диа-
пазоном размеров (2—10 мкм), адаптированные к жизни в пресноводной 
воде или широкому спектру солености воды (табл. 2).

Таблица 2

Данные о распространении, форме и чувствительности к солености воды 
различных видов Chlorella sp. из литературных источников

Распространение
Адаптация вида 

к спектру
 солености воды

Вид Диапазон 
pH Источник

Повсеместно Пресноводный C. vulgaris 7,5—8,5 [5]
Повсеместно Эвригалинный C. autotrophica 6,1—8,0 [6]
Повсеместно Эвригалинный C. coloniales 7,1—8,0 [7]
Европа Пресноводный C. pituita 7,1—7,5 [8]
Европа Пресноводный C. pyrenoidosa 5,1—5,5 [9]
Повсеместно Пресноводный C. sorokiniana 6,1—7,5 [10]
Европа Пресноводный C. minutissima 7,5—8,0 [11]
Европа Пресноводный C. elongata 7,1—7,5 [8]
Европа Пресноводный C. protothecoides 6,1—8,0 [12]
Европа Пресноводный C. luteoviridis 6,1—7,5 [13]

Согласно сформированным группам роста у микроводорослей рода 
Chlorella в зависимости от объема вносимой базовой питательной среды 
и температуры роста можно выделить 3 группы: 1) растущие при 24 °C в 
объеме вносимого удобрения в интервале от 6,1 до 7,7 г (Chlorella sp. B1 и 
B4); 2) растущие при 24 °C в объеме вносимого удобрения в интервале от 
7,3 до 8,8 г (Chlorella sp. B2 и B3); 3) растущие при 24 и 28 °C в объеме вноси-
мого удобрения в интервале от 6,1 до 7,7 г (Chlorella sp. B5, В6, В7, В8 и B9). 
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Согласно данным из таблицы 2, изоляты микроводорослей Chlorella sp. с 
B1 по B9 относятся к C. autotrophica, C. luteoviridis или C. protothecoides, но 
не C. sorokiniana, так как характерные свойства C. sorokiniana — это рост 
c получением высоких показателей биомассы при высоких темпера-
турах [13]. Если учесть, что температура 32 °C не выявила роста изоля-
тов, то они не могут принадлежать C. sorokiniana. Контрольный образец 
C. vulgaris Ch-010-09 соответствует своему диапазону pH 7,1—8,5 г. В связи 
с тем, что, согласно литературным данным, C. lewinii, C. rotunda, C. volutis, 
C. heliozoae и C. variabilis не распространены в зоне настоящего исследо-
вания и не адаптированы к жизни в пресноводной воде или широко-
му спектру солености воды, то изоляты с B1 по B9 могут принадлежать 
новому виду Chlorella sp. и новому лектотипу C. vulgaris. Дальнейшая 
генетическая идентификация позволит подтвердить или опровергнуть 
полученные данные.

Заключение

В исследовании было использовано 10 изолятов микроводорослей 
рода Chlorella, в том числе 9 неидентифицированных изолятов и 1 иден-
тифицированный контрольный образец C. vulgaris Ch-010-09. Было вы-
явлено 3 группы роста в зависимости от объема вносимой базовой пи-
тательной среды и температуры: группа с ростом при 24 °C в объеме 
вносимого удобрения в интервале от 6,1 до 7,7 г (Chlorella sp. B1 и B4); 
группа с ростом при 24 °C в объеме вносимого удобрения в интервале от 
7,3 до 8,8 г (Chlorella sp. B2 и B3) и группа с ростом при 24 и 28 °C в объеме 
вносимого удобрения в интервале от 6,1 до 7,7 г (Chlorella sp. B5, В6, В7, 
В8 и B9). Неидентифицированные изоляты могут принадлежать новому 
виду Chlorella sp. или новому лектотипу C. vulgaris. 
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The technology for microalgae production in incubators involves optimizing cultivation 
conditions for a specific identified strain. However, when working with samples isolated from 
environmental objects, it is often necessary to deal with unidentified strains, making it chal-
lenging to maintain optimal cultivation conditions. In this study, 10 isolates of Chlorella spe-
cies were used, which were subsequently divided into 3 growth groups based on the volume 
of the basic culture medium and temperature. According to the literature, these unidentified 
isolates may belong to a new Chlorella species or a new lectotype of C. vulgaris.
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