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ПРОДУКТИВНОСТЬ И ПИГМЕНТНЫЙ КОМПЛЕКС 
СИНЕ-ЗЕЛЕНОЙ ВОДОРОСЛИ SPIRULINA PLATENSIS ПРИ ЧАСТИЧНОЙ ЗАМЕНЕ 

БИКАРБОНАТА НАТРИЯ НА ГИДРОКСИД НАТРИЯ 
В СРЕДЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

Аннотация. Изучены продуктивность и содержание хлорофилла а, каротиноидов и фикоцианина в биомассе 
сине-зеленой водоросли спирулины (Spirulina platensis) при частичной замене NaHCO3 на NaOH в среде культивиро-
вания. Показано, что замена 25, 50, 65 и 75 % NaHCO3 (4,2; 5,88; 8,4 и 12,6 г/л) на NaOH (0,05; 0,10; 0,13 и 0,15 г/л соот-
ветственно) в питательной среде не влияет на продуктивность водоросли по сравнению с контролем (стандартная 
питательная среда Заррука, содержащая 16,8 г/л NaHCO3), а количество хлорофилла а и каротиноидов (виолаксантина, 
лютеина и β-каротина) во всех опытных вариантах остается на уровне контроля. В то же время использование модифи-
цированной питательной среды приводило к снижению количества фикоцианина, который не только является фотосин-
тетическим пигментом, но и признан одним из наиболее эффективных антиоксидантов. При замене 65 и 75 % NaHCO3 
на NaOH содержание фикоцианина уменьшалось на 16 и 34 % соответственно. Использование гидроксида натрия вместо 
бикарбоната натрия в среде культивирования позволило существенно снизить затраты на получение биомассы спирулины. 

Согласно полученным результатам, показателем качества биомассы спирулины при частичной замене NaHCO3 
на NaOH в питательной среде является уровень таких фотосинтетических пигментов, как хлорофилл а или кароти-
ноиды, но не уровень фикоцианина. 
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Abstract. It has been shown that the partial substitution of NaHCO3 with NaOH in the culture medium of Spirulina platensis 
does not lead to a change in productivity of the algal culture. Substitution of 25 to 50 % of sodium bicarbonate with sodium 
hydroxide makes it possible to obtain biomass with a similar content of key pigments as compared to the control (standard 
Zarrouk medium) while allowing for a significant reduction in the cost of reagents for the preparation of culture medium.
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Введение. Спирулина относится к сине-зеленым водорослям – цианобактериям. Она является 
одним из наиболее перспективных микроорганизмов, применяемых в промышленной биотехно-
логии, так как активно используется в качестве пищевой и кормовой добавки, в производстве 
косметики, а также в фармакологии. Спирулина содержит белок высокого качества, в состав ко-
торого входят незаменимые аминокислоты, пигменты, липиды, ненасыщенные жирные кислоты 
(в том числе и 3-омега-жирные), витамины, антиоксиданты и другие соединения, обладающие 
высокой биологической активностью [1–3]. 

Особенности культивирования спирулины достаточно хорошо изложены в научной литерату-
ре [4, 5]. Тем не менее дальнейшие исследования по оптимизации питательной среды для выращи-
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вания спирулины продиктованы необходимостью снижения затрат на ее производство. Тради-
ционно культура спирулины выращивается на среде Заррука либо аналогичных питательных сре-
дах, содержащих большое количество бикарбоната натрия – NaHCO3 (в стандартной среде Заррука 
его содержание составляет 16,8 г/л), используемого в качестве источника углерода и для поддер-
жания щелочной рН, равной 8–10 [6, 7]. Несмотря на наличие научных публикаций, посвящен-
ных вопросу уменьшения затрат на среду выращивания путем замены ее отдельных компонен-
тов более дешевыми аналогами либо снижения их содержания в среде [8, 9], исключить исполь-
зование большого количества бикарбоната натрия либо его источников, как правило, не удается. 
Ранее предприняты попытки полной замены NaHCO3 на NaOH [10, 11]. Показано, что для культи-
вирования спирулины достаточно 0,2 г/л NaOH [11], что делает такую модификацию среды эко-
номически выгодной. Однако в подобных условиях для достижения высокой продуктивности во-
доросли требуется предварительная многочасовая продувка питательной среды СО2 либо пред-
варительная адаптация культуры к модифицированной среде [10, 11], что усложняет процесс 
культивирования спирулины и требует дополнительных расходов на реактивы и оборудование. 

Цель данной работы – изучение продуктивности водоросли и содержания пигментов в ее био-
массе при использовании питательной среды Заррука, в которой бикарбонат натрия частично 
заменен на гидроксид натрия.  

Объект и методы исследования. В опытах использовали спирулину (Spirulina platensis 
IBCE S-2) из альгологической коллекции Института биофизики и клеточной инженерии НАН Бе- 
ларуси. Суспензию спирулины выращивали в течение 7 сут при температуре 22 ± 2 °C c фото- 
периодом 14 ч в стандартной среде Заррука (контроль) [6] и в средах Заррука с заменой 25, 50, 65 
и 75 % NaHCO3 на NaOH (табл. 1). Для освещения использовали белые люминесцентные лампы 
Philips TD-36/765, освещенность на поверхности суспензии составляла 4500 лк. Плотность био-
массы в исходной суспензии была одинакова для всех вариантов (0,2 г/л). Все пробы продували 
атмосферным воздухом в течение фотопериода.

Т а б л и ц а  1.  Состав питательной среды (г/л), используемой для культивирования спирулины

T a b l e  1.  Composition of the culture medium (g/l) used for cultivation of spirulina

Вариант опыта NaHCO3 NaOH

Стандартная среда Заррука (контроль) 16,8 0,00
25 % NaОН 12,6 0,05
50 % NaОН 8,4 0,10
65 % NaОН 5,88 0,13
75 % NaОН 4,2 0,15

П р и м е ч а н и е.  За 100 % NaHCO3 принимали 16,8 г/л (как в среде Заррука), 
а за 100 % NaOH ‒ 0,2 г/л (исходя из литературных данных [11]).

Продуктивность спирулины определяли по накоплению сухой биомассы в процессе ее ро-
ста. Для этого измеряли величину оптической плотности суспензии при 560 нм на спектрофотоме-
тре РВ 2201 (SOLAR, Беларусь). Сухую массу рассчитывали, принимая во внимание данные о 
том, что оптическая плотность культуры спирулины при 560 нм, равная единице, эквивалентна 
содержанию 699 мг сухой биомассы в 1 л суспензии [12]. Для определения содержания фотосин-
тетических пигментов (хлорофилла а и каротиноидов) в каждом варианте отбирали по 4 мл су-
спензии спирулины и, предварительно добавив 40 мкл насыщенного раствора CaCl2, центрифу-
гировали в течение 10 мин при 13 000 g, используя центрифугу с охлаждением (Sigma, Германия). 
Осадок очищали от среды культивирования путем ресуспендирования в 4 мл дистиллированной 
воды с последующим центрифугированием при 17 000 g в течение 10 мин, после чего его пере-
носили в охлажденные (до +4 °С) фарфоровые ступки и растирали с добавлением кварцевого 
песка в 2 мл 100 %-ного ацетона. Полученный гомогенат центрифугировали как указано выше. 
Супернатант переносили в мерные пробирки, осадок ресуспендировали в 2 мл 100 %-ного ацетона 
и снова центрифугировали. Супернатант объединяли с предыдущим. Cодержание хлорофилла a 
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и каротиноидов определяли с помощью ВЭЖХ согласно методикам, приведенным в рабо- 
тах [13] и [14], используя хроматограф Shimadzu LC 20 Prominence (Shimadzu, Япония) и колон- 
ки Nucleodur C18 Gravity длиной 150 мм и размером частиц 3 мкм (Macherey Nagel, Германия). 
Перед хроматографией объединенный супернатант, содержащий пигменты, еще раз центрифу-
гировали в течение 10 мин при 13 000 g. Далее в стеклянные виалы вносили по 0,5 мл суперна-
танта и помещали их в камеру хроматографа. Отбираемый для анализа объем экстракта составлял 
40 мкл. Хроматографию проводили при линейном градиенте подвижной фазы 100–0 % раствора А 
(90 % ацетонитрила с 9,9 % фильтрованной Н2О и 0,1 % триэтиламина) и 0–100 % этилацетата в тече-
ние 15 мин, затем при 100 % этилацетата в течение 3 мин, далее – при линейном градиенте подвиж-
ной фазы 0–100 % раствора А и 100–0 % этилацетата в течение 6 мин. Поток подвижной фазы состав-
лял 0,5 мл/мин. Пигменты регистрировали детектором с диодной матрицей SPD-M20A Prominence 
(Shimadzu, Япония) по спектрам поглощения при длине волны от  200 до 700 нм. Для визуализа-
ции профиля хроматограммы выделяли спектр поглощения при 440 нм. Площади пиков хрома-
тограммы использовали для количественного определения виолаксантина, лютеина, β-каротина 
и хлорофилла а в биомассе спирулины.

Расчет содержания пигментов производили по формуле 

Cпигм = S440FпигмV/(Vинъекцm),

где Спигм – содержание пигмента, мкг/г сухой массы; S440 – площадь пика поглощения при 440 нм; 
Fпигм – коэффициент для расчета (табл. 2); V – суммарный объем экстракта; Vинъекц – объем инъекции 
(40 мкл), m – сухая масса пробы, г.

Определение содержания фикоцианина в биомассе 
спирулины проводили согласно методике, описанной 
в работе [12]. Для этого осажденную путем центри- 
фугирования и промытую дистиллированной водой  
биомассу водоросли растирали в ступке (без песка)  
в K-, Na-фосфатном буфере (50 мМ, pH 7,0). Получен-
ный гомогенат выдерживали в холодильнике в течение 
10 ч, затем центрифугировали 5 мин при 13 000 g. Супер-
натант спектрофотометрировали на приборе Uvikon 931 
фирмы Kontron (Германия) при 615, 652 и 720 нм и рас-
считывали содержание фикоцианина по формуле

С = (ОП615 ‒ ОП720 – 0,474 (ОП652 ‒ ОП720))/5,34,

где ОП – оптическая плотность экстракта при длине волны 615, 652 и 720 нм соответственно. 
В работе приведены средние значения трех независимых опытов и стандартные ошибки их 

среднего арифметического.
Результаты и их обсуждение. Анализ продуктивности спирулины после 7 сут выращивания 

на стандартной среде Заррука (контроль) и на среде Заррука с заменой 25, 50, 65 и 75 % NaHCO3 
на NaOH показал, что модификация среды культивирования не влияет на продуктивность водо-
росли (рис. 1).

При этом содержание хлорофилла а и каротиноидов в биомассе спирулины во всех опытных 
вариантах достоверно не отличалось от контроля (рис. 2). В частности, содержание хлорофилла а 
при замене 25, 50, 65 и 75 % NaHCO3 на NaOH в среде выращивания составило 104, 97, 102 и 103 % 
соответственно по отношению к контролю. Отличия от контроля по суммарному количеству 
каротиноидов составили –7, +2, –1 и +4 % при замене 25, 50, 65 и 75 % NaHCO3 на NaOH. Уровни 
отдельных каротиноидов (виолаксантина, лютеина и β-каротина), зарегистрированные в опыт-
ных вариантах, практически не отличались от контроля (табл. 3).

Изучено содержание уникального для сине-зеленых водорослей фотосинтетического пигмента – 
фикоцианина, который является одним из наиболее сильных на сегодняшний день антиоксидан-
тов, при частичной замене NaHCO3 на NaOH в стандартной питательной среде Заррука [15].

Т а б л и ц а  2.  Коэффициенты для расчета 
содержания хлорофилла и каротиноидов

T a b l e  2.  Coefficients for calculation 
of chlorophyll and carotenoid contents

Пигмент Коэффициент

Виолаксантин 44·10–9

Лютеин 45·10–9

Хлорофилл a 189·10–9

β-каротин 88·10–9
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Рис. 1. Продуктивность спирулины при частичной 
замене NaHCO3 на NaOH в среде культивирования

Fig. 1. Spirulina productivity in case of partial 
substitution of NaHCO3 for NaOH in culture medium

Рис. 2. Содержание хлорофилла а и каротиноидов 
в биомассе спирулины при частичной замене NaHCO3 

на NaOH в среде культивирования
Fig. 2. Chlorophyll and carotenoid contents in spirulina 

biomass in case of partial substitution of NaHCO3 for NaOH 
in culture medium

Т а б л и ц а  3.  Содержание каротиноидов (мг/г сухой массы) в биомассе спирулины 
при частичной замене NaHCO3 на NaOH в среде культивирования

T a b l e  3.  Carotenoid contents (mg/g dry mass) in spirulina biomass in case of partial substitution 
of NaHCO3 for NaOH in culture medium

Вариант опыта Виолаксантин Лютеин β-каротин

Контроль 0,06 ± 0,02 0,76 ± 0,06 3,77 ± 0,42
25 % NaOH 0,07 ± 0,01 0,79 ± ,010 3,40 ± 0,42
50 % NaOH 0,09 ± 0,02 0,88 ± 0,13 3,70 ± 0,22
65 % NaOH 0,07 ± 0,01 0,82 ± 0,06 3,66 ± 0,14
75 % NaOH 0,07 ± 0,02 0,82 ± 0,04 3,88 ± 0,07

Показано, что при замене 25, 50, 65 и 75 % NaHCO3 на NaOH в питательной среде содержание 
фикоцианина в биомассе спирулины снижалось на 12, 5, 16 и 34 % соответственно по сравнению 
с контролем (рис. 3). 

Точный механизм влияния модифицированной питательной среды, в которой NaHCO3 заме-
нен на NaOH, на содержание фикоцианина в биомассе водоросли остается неясным. Фикоцианин – 
это пигмент-белковый комплекс, который состоит из хромофора (фикобилина – линейного тетра-

пиррола) и водорастворимого белка. Известно, 
что линейные тетрапирролы синтезируются в во-
дорослях в результате окислительного разры-
ва замкнутого порфиринового кольца гема [16], 
в основе которого лежит протопорфирин IX – 
общий предшественник гема и хлорофилла. 
Тот факт, что замена NaHCO3 на NaOH в среде 
культивирования приводит к снижению уров-
ня фикоцианина и при этом не влияет на коли-
чество хлорофилла а, позволяет сделать вывод 
о том, что в таких условиях происходит нару-
шение биосинтеза фикоцианина на этапах, сле-
дующих за образованием гема. Не исключено 
также влияние модификации питательной сре- 
ды на синтез белка, участвующего в образова-
нии фикоцианина. 

Заключение. Таким образом, выращивание 
культуры в течение 7 сут на среде с заменой 

Рис. 3. Содержание фикоцианина в биомассе спирулины 
при частичной замене NaHCO3 на NaOH в среде выращи-

вания

Fig. 3. Phycocyanin contents in spirulina biomass in case 
of partial substitution of NaHCO3 for NaOH in culture medium
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25, 50, 65 и 75 % NaHCO3 (4,2; 5,88; 8,4 и 12,6 г/л) на NaOH (0,05; 0,10; 0,13 и 0,15 г/л соответственно) 
в питательной среде не приводит к изменению продуктивности водоросли по сравнению с исполь-
зованием стандартной питательной среды Заррука (контроль), содержащей 16,8 г/л NaHCO3. По-
казано, что в таких условиях  содержание фотосинтетических пигментов – хлорофилла а и ка- 
ротиноидов (виолаксантина, лютеина и β-каротина) в биомассе спирулины остается на уровне 
контроля. Установлено, что культивирование водоросли в модифицированной питательной сре-
де приводит к снижению количества дополнительного фотосинтетического пигмента фикоциа-
нина, являющегося сильным антиоксидантом. При замене 65–75 % NaHCO3 на NaOH уменьше-
ние уровня фикоцианина достигало 16 и 34 % соответственно относительно контроля. Необхо-
димо отметить, что стоимость NaHCO3, используемой для приготовления 1 л питательной среды 
при культивировании спирулины, превышает стоимость требуемой для этих целей NaOH в 50 раз. 
Следовательно, любая частичная замена NaHCO3 на NaOH позволит существенно снизить затра-
ты на получение биомассы водоросли. Такая модифицированная среда может быть использована 
для получения биомассы спирулины в случаях, когда показателем ее качества служит содержа-
ние каротиноидов или хлорофилла а. Например, питательная среда с частичной заменой NaHCO3 
на NaOH может быть использована для получения биомассы спирулины как сырья для фарма-
цевтической промышленности, когда биомасса водоросли выступает как источник хлорофилла а 
(другие пигменты рассматриваются как примесь), из которого затем получают хлорин е6 – действу-
ющее вещество препарата фотодинамического действия, применяемого для лечения заболеваний 
глаз и некоторых онкологических заболеваний. 
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