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ВВЕДЕНИЕ 
 

 
Идея замещения ископаемых жидких топлив, получаемых 

из нефти, липидами, получаемыми из микроводорослей, была 
выдвинута в 1942 году Хардером и фон Витшем, и за прошед-
шие более чем 70 лет активно прорабатывалась учеными ве-
дущих индустриальных стран – США, Германии, Японии, 
Англии, Израиля и др. Однако, несмотря на очевидный потен-
циал этой идеи, до сих пор не разработана технология получе-
ния биотоплива из микроводорослей, позволяющая обеспечить 
конкуретоспособную его себестоимость. В связи с этим задачи, 
направленные на снижение себестоимости культивирования 
микроводорослей и выделения из них липидов, не потеряли 
своей актуальности и активно решаются ведущими учеными.  

В работе рассмотрены перспективы комплексного использо-
вания биомассы микроводоросли Chlorella vulgaris в качестве ис-
точника сырья для производства энергоносителей. Выполнен об-
зор технологий культивирования микроводорослей с повышен-
ным содержанием липидов. Проведены экспериментальные ис-
следования режимов периодического культивирования микрово-
доросли Chlorella vulgaris. Разработана математическая модель 
процесса культивирования микроводоросли Chlorella vulgaris.  

Обсуждаются подходы к подготовке биомассы микрово-
дорослей для эффективной организации процесса экстракции. 
Проведен анализ способов концентрирования биомассы и раз-
рушения клеточных стенок микроводорослей, представлены 
материалы экспериментального исследования. Проанализиро-
ваны способы экстракции липидов из биомассы, проведен об-
зор способов извлечения липидов из биомассы, выполнено 
экспериментальное исследование процесса экстракции липи-
дов из биомассы, определены оптимальное соотношение  
экстрагентов и режим проведения процесса экстракции липи-
дов из биомассы микроводоросли Chlorella vulgaris. 

 

Представленная работа выполнена при финансовой 
 поддержке Министерства образования и науки Российской 
Федерации в рамках базовой части государственного задания 
(проект № 1983). 
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1. ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
БИОМАССЫ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ 

 

 
1.1. МОРФОЛОГИЯ, ФИЗИОЛОГИЯ И БИОХИМИЯ  

МИКРОВОДОРОСЛЕЙ 
 

Микроводоросль Chlorella vulgaris – микроскопический 
одноклеточный фотосинтезирующий микроорганизм (рис. 1). 
Клетка Chlorella vulgaris имеет сферическую форму, около  
2…10 мкм в диаметре. Как и у всех высших растений, в пла-
стидах Chlorella vulgaris содержатся хлорофиллы форм a и b, 
функция которых состоит в аккумулировании энергии солнеч-
ного света и использовании ее для образования органических 
веществ. 

Одна микроскопическая клетка выполняет все жизненные 
функции. Для роста и развития Chlorella vulgaris необходимы 
вода, минеральные вещества, углекислый газ и кислород.  

 
 

 
 

Рис. 1. Микроскопия клеток Chlorella vulgaris (×1000) 
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Chlorella vulgaris широко распространена в пресных водах, 
на сырой земле, коре деревьев и т.д. Это одноклеточная зеле-
ная водоросль без жгутиков, глазков и сократительных вакуо-
лей имеет округлую форму и по размерам меньше хламидомо-
нады. Клетки содержат обычно чашевидный хлоропласт с пи-
реноидом или без него и одно мелкое ядро.  

Единственный способ размножения – бесполый, причем 
каждая гаплоидная клетка митотически делится дважды или 
трижды с образованием соответственно четырех или восьми по-
томков – автоспор, которые еще внутри оболочки материнской 
клетки покрываются собственными оболочками. Освобождают-
ся автоспоры после разрыва стенки материнской клетки [1]. 

Процесс размножения Chlorella vulgaris весьма интенси-
вен. При оптимальных условиях за короткое время можно по-
лучить прирост биомассы  в 200 раз больший, чем у высших 
растений [2]. 

Применение Chlorella vulgaris основано на высоком со-
держании в ней биологически ценных веществ. Сухая биомасса 
Chlorella vulgaris содержит более 45% сырого  протеина, вклю-
чая незаменимые аминокислоты, 30…35% углеводов, 7…10% 
жира. В составе зеленой клетки содержатся незаменимые в пи-
тании животных аминокислоты: лизин (≈10%), метионин 
(≈1%), триптофан (≈2%), аргинин (≈15%), гистидин (≈3%), 
лейцин (≈6%), изолейцин (≈3%), фениланин (≈2%), треонин 
(≈2%) валин (≈5%), а также хлорофилл (≈2%). 

На долю витаминов в биомассе Chlorella vulgaris прихо-
дятся витамины групп В, С, РР, Е, каротин. В диких штаммах 
в нативном виде содержатся микроэлементы – йод, бром, 
мышьяк, кобальт, калий, фосфор, железо, магний и тому по-
добные и антибиотики. 

Систематически Chlorella vulgaris относится: к отделу – 
зеленые водоросли (Chlorophyta), классу – зеленые или равно-
жгутиковые водоросли (Clorophyceae, Isocontae), порядок – 
хлорококковые или протококковые (Chlorococcophyceae, 
Protococcophyceae), семейство – ооцистовые (Oocystaceae),  
род – хлорелла (Chlorella). 
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Chlorella vulgaris не требовательна к условиям обитания и 
способна весьма интенсивно размножаться, поэтому очень ши-
роко распространена и встречается практически повсеместно. 

В водоемах – это типичная планктонная водоросль, но 
встречается она и в бентосе, а также на наземных субстратах и 
в почве.  

 
1.2. КОМПЛЕКСНОЕ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ БИОМАССЫ  

МИКРОВОДОРОСЛИ CHLORELLA VULGARIS 
 

Биомасса микроводорослей Chlorella vulgaris является 
перспективным продуцентом для получения широкого спектра 
продуктов. 

Характерным свойством клеток микроводоросли Chlorella 
vulgaris является способность к изменению химического соста-
ва клеток в широком диапазоне в зависимости от условий 
культивирования (уровень освещенности, состав питательной 
среды). Как и высшие растения, микроводоросли содержат 
нейтральные и полярные липиды. Нейтральные липиды состо-
ят в основном из сложных эфиров глицерина. При благоприят-
ных условиях микроводоросли производят в основном поляр-
ные липиды (например, фосфолипиды).  

Полярные липиды являются структурными компонентами 
всех живых клеток, входят в состав цитоплазматической, ми-
тохондриальной и других мембран, играют существенную роль 
в мембранной проницаемости, ответственны за расположение 
ферментов дыхательной цепи и перенос электронов. Поэтому 
фосфолипиды широко применяются в качестве пищевых и 
биологически активных добавок. 

При неблагоприятных или ограниченных условиях роста 
микроводорослей (стрессовые условия культивирования) на-
капливаются нейтральные липиды в виде липидных капель в 
цитоплазме [2] и являются основными запасными компонен-
тами клетки. Неполярные липиды находят широкое примене-
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ние при производстве биотоплива, биополимеров и других 
продуктов. 

Схема комплексной переработки биомассы представлена 
на рис. 2. 

Биомасса Сhlorella vulgaris 

 

липиды 
 

остатки 
биомассы 

 

неполярные 
липиды 

 

фосфолипиды 

 

– пищевые 
добавки 

– лекарственные 
препараты 

– компоненты 
биотоплива 
– сырье для 

биополимеров 

смешение с  
сельскохозяйст-

венными  
отходами  

добавка  
к корму  

сельскохозяйст-
венных  

животных 

– биогаз 
– удобрение 

Рис. 2. Комплексное использование биомассы  
микроводорослей Chlorella vulgaris 

 
 
Технология комплексного использования биомассы мик-

роводоросли Chlorella vulgaris заключается в следующем: 
штамм культивируется в течение восьми дней на стандартной 
питательной среде до достижения стационарной стадии роста, 
затем для клеток штамма создаются стрессовые условия пу-
тем пересадки на питательную среду с дефицитом азота для 
стимулирования накопления внутриклеточных липидов 
(культивирование в течение пяти дней). Затем клетки биомас-
сы отделяются от суспензии.  

На следующем этапе стенки клеток разрушаются для бо-
лее полного извлечения липидов. Извлечение липидов осуще-
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ствляется смесью полярного и неполярного растворителей, 
при этом фосфолипиды будут содержаться во фракции поляр-
ного растворителя, а триглицериды – неполярного.  

Эскизная схема получения фосфолипидов представлена на 
рис. 3.  

 

Культивирование Штамм 
Питательная среда 

Обезвоживание Вода 

Дезинтеграция клеточных 
стенок 

Экстракция Смесь экстрагентов 

Отгонка экстрагента, 
удаление клеточных остатков 

Экстрагент 
Клеточные остатки 

Фракционирование липидов Неполярные липиды 

Осаждение и фильтрация  50% раствор 3CdCl  

 

Переосаждение и фильтрация 

Разрушение кадмиевого 
аддукта фосфолипида 

Хлороформ 
Спирт 
50% раствор 3CdCl  

Хлороформ 
Спирт 

Обезвоживание, фильтрация 
2 4Na SO  

 

Выпаривание растворителя 

Растворение Спирт (абс.) 

Фосфолипиды 

Вода 

Растворитель 

Примеси 

Примеси 

 
Рис. 3. Эскизная схема процесса получения фосфолипидов 
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Извлеченные фосфолипиды подвергаются очистке (рис. 3) 
и используются в качестве пищевых и биологически активных 
добавок для поддержки нервной системы, профилактики нев-
розов, мигреней, бессонницы, глазных заболеваний, а также 
восстановления клеток печени [3]. 

Остатки биомассы (белки, углеводы) подвергаются очист-
ке и используются в качестве добавки для корма сельскохозяй-
ственных животных либо смешиваются с отходами сельского 
хозяйства и используются для получениях биогаза, жидких и 
твердых удобрений [4]. 

 
1.3. ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ БИОМАССЫ  
МИКРОВОДОРОСЛЕЙ КАК ИСТОЧНИКА СЫРЬЯ  
ДЛЯ ПРОИЗВОДСТВА ЭНЕРГОНОСИТЕЛЕЙ 

 

Биоэнергетика во всем мире является активно развиваю-
щимся сектором экономики, который основан на источниках 
энергии органического происхождения, используемых для 
производства тепла, электричества и топлив [5].  

Принято различать три поколения возобновляемых источ-
ников растительного сырья для получения биотоплива. 

1.  К первому поколению относятся традиционные сель-
скохозяйственные культуры с высоким содержанием липидов, 
крахмала, сахаров. Липиды можно перерабатывать в компо-
ненты смесевого биодизельного топлива, крахмалы и сахара 
служат сырьем для производства биоэтанола. Однако исполь-
зование этих сырьевых источников сопряжено с рядом недо-
статков: использование пахотных земель, необходимых для 
выращивания пищевых продуктов; высокие затраты на обра-
ботку земель и внесение дорогостоящих удобрений, пестици-
дов и т.д.  

2.  Ко второму поколению относятся непищевые остатки 
выращиваемых растений, трава и древесина. Производство 
биотоплива из этого сырья менее затратно. Такое сырье содер-
жит целлюлозу и лигнин, поэтому имеется возможность его 
прямого сжигания, трансформации его в горючие газы через 
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пиролиз. Недостатками сырья второго поколения являются  
невысокая отдача с единицы площади и необходимость ис-
пользования для выращивания обширных площадей пахотных 
земель. 

3.  К третьему поколению сырья относится биомасса из 
микроводорослей. К основным достоинствам данного сырьево-
го источника можно отнести: высокий выход с единицы пло-
щади, возможность круглогодичного сбора урожая, высокая 
скорость роста, компактное размещение производства. 

По данным [6] суммарное производство этанола и биоди-
зеля из различных видов биомассы в 2012 году достигло около 
3% всего объема потребляемых в мире моторных топлив.  
В последние годы интерес исследователей и внимание произ-
водителей привлекает биоэнергетический потенциал фотосин-
тезирующих микроводорослей, причем финансирование иссле-
дований и разработок в этой области во всем мире неуклонно 
растет [7–10].  

Развитие CO2-нейтрального топлива  является одной из 
наиболее актуальных глобальных задач, поскольку позволит 
уменьшить газообразные выбросы, способствующие после-
дующему изменению климата [7 – 10]. В перспективе, по ме-
ре истощения ресурсов, возможен переход от ископаемого 
топлива к биотопливу, получаемому из органического возоб-
новляемого сырья. Однако для достижения экологической и 
экономической устойчивости производство энергоносителей 
должно быть не просто из возобновляемых источников, а из 
источников, способных к ассимиляции атмосферного углеки-
слого газа. 

Получение энергоносителей из микроводорослей окажет 
гораздо меньшее воздействие на окружающую среду и продо-
вольственную безопасность, чем из зерновых культур. Биомас-
са микроводорослей имеет высокую калорийность, низкую 
вязкость и низкую плотность, повышенное содержание топли-
вопригодных липидов в биомассе. 
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Главные преимущества микроводорослей [11 – 17]: 
− высокая конверсионная эффективность фотонов (при-

близительно 3…8% против 0,5% для наземных растений), ко-
торая дает возможность получать более высокие урожаи био-
массы на гектар), и высокий рост клеток микроводорослей; 

− высокая емкость поглощения углекислого газа;  
− микроводоросли не требовательны к качеству воды для 

роста, поэтому для их культивирования можно использовать 
сточные, загрязненные, соленые и другие воды; 

− микроводоросли могут использовать в процессе жизне-
деятельности азот и фосфор из различных источников сточных 
вод (например, сельскохозяйственные стоки, промышленные и 
муниципальные сточные воды), обеспечивая дополнительную 
выгоду биологической очистки сточных вод; 

− для выращивания микроводорослей можно использо-
вать пахотно непригодные, пустынные и засоленные земли, не 
подходящие для сельскохозяйственного производства пищевой 
продукции; 

− производство несезонное, и сырье можно получать пар-
тиями почти круглый год; 

− микроводоросли можно культивировать без использо-
вания удобрений и пестицидов; 

− микроводоросли могут являться сырьем для широкого 
спектра продуктов (например, белки, полисахариды, пигменты, 
биополимеры, корма, удобрения и др.); 

− организация производства биомассы микроводорослей 
не требует сложного оборудования и высокого уровня автома-
тизации производства.  

На мировом рынке технически осуществимы и хорошо 
коммерциализуются альтернативные возобновимые топливные 
источники – биодизельное топливо и биоэтанол, поскольку мо-
гут заменить традиционные виды топлива в современных ав-
томобилях с небольшими модификациями автомобильного 
двигателя.  
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Существует большое количество потенциальных путей 
для преобразования биомассы микроводорослей в топлива. 
Они могут быть разделены на следующие три основные кате-
гории:  

1) использующие трансформацию экстрактов микроводо-
рослей (например, липидов, углеводов) в биотопливо (напри-
мер, биодизель, биоэтанол);  

2) преобразующие целую водорослевую биомассу в био-
топливо;  

3) использующие водоросли для производства молекул 
топлива (например, этанол, водород, метан, алканы) в резуль-
тате их жизнедеятельности.  

Однако использование микроводорослей для производст-
ва биотоплива имеет ряд ограничений, связанных со сбором 
урожая биомассы, сушкой и добычей масел, что снижает их 
привлекательность для использования в промышленном про-
изводстве. 

Эскизная технологическая схема производства биотоплива 
представлена на рис. 4. Стадия культивирования включает в 
себя накопление биомассы в оптимальных условиях роста до 
достижения стационарной стадии роста (на восьмые сутки), 
затем создание стрессовых условий, путем дефицита азотсо-
держащих веществ для стимулирования накопления внутри-
клеточных нейтральных липидов (стрессовое культивирование  
5…7 суток). Полученная биомасса с повышенным содержани-
ем липидов концентрируется, затем клетки биомассы разру-
шаются для более эффективной экстракции липидов. Экстрак-
ция проводится смесью полярных и неполярных экстрагентов в 
течение 2,5…3 часов. Экстрагент отгоняется, смесь липидов 
разделяется на фракции: фракция, содержащая неполярные ли-
пиды, используется в дальнейшем производстве. Неполярные 
липиды после проведения реакции с метанолом в присутствии 
катализатора образуют метиловые эфиры жирных кислот и 
технический глицерин, который применяется во многих отрас-
лях промышленности (производство моющих и косметических 
средств, сельское хозяйство, текстильная, бумажная и коже-
венная отрасли промышленности). 



13 

 

Культивирование Штамм 
Питательная среда 

Обезвоживание Вода 

Дезинтеграция  
клеточных стенок 

 

Экстракция Смесь экстрагентов 

Отгонка экстрагента, 
удаление клеточных остатков 

Экстрагент 
Клеточные остатки 

Фракционирование липидов Полярные липиды 

 

Трансэтерификация липидов Катализаторы 
Метанол 

Очистка липидов Глицерин 
Катализатор 
Избыток метанола 

Смешение метиловых эфиров 
с дизельным топливом 

 

Биотопливо 

 

Рис. 4. Эскизная схема производства биотоплива  
из биомассы Chlorella vulgaris 
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2. ТЕХНОЛОГИЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ  
МИКРОВОДОРОСЛИ CHLORELLA VULGARIS  

С ПОВЫШЕННЫМ СОДЕРЖАНИЕМ  
ЛИПИДОВ 

 

 
2.1. ОБЗОР ТЕХНОЛОГИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ  

МИКРОВОДОРОСЛЕЙ 
 

Для обеспечения нормальных условий жизнедеятельно-
сти микроводорослей Chlorella vulgaris в процессе культиви-
рования биомассы клеток необходимо поддержание следую-
щих условий: оптимальной концентрации микро- и макроэле-
ментов, уровня освещенности и pH, температуры, концентра-
ции СО2. 

В 1957 году была разработана питательная сред Тамийя 
[18], которая широко используется в настоящее время для 
культивирования биомассы Chlorella vulgaris. Работы по мо-
дификации данной среды проводились в СССР В. Е. Семенен-
ко и Е. Д. Кузнецовым [20], которые исследовали продуктив-
ность культуры Chlorella vulgaris на питательных средах Та-
мийя и Тамийя с мочевиной. Установлено, что основным не-
достатком среды Тамийя являются завышенные в несколько 
раз концентрации серы и магния. Поэтому была создана новая 
сбалансированная питательная среда № 3, прирост биомассы 
на которой был одинаков по сравнению со средой Тамийя с 
нитратным азотом, и ниже на 1% по сравнению со средой 
Тамийя с мочевиной. В исследованиях Музафарова [19] по 
культивированию суспензии Chlorella vulgaris и использовании 
ее в качестве кормовой добавки для крупнорогатого скота ис-
пользовалась специально разработанная среда № 4 и модифи-
цированная среда №4, которые позволяли достичь урожайно-
сти 22…24,5 г/м2 для среды № 4 и 22,5…26 г/м2 для модифици-
рованной среды № 4. Большое исследование по минеральному 
питанию микроводорослей проводил В. В. Упитис [20], кото-
рый разработал сбалансированную среду А-5П. По мнению ав-
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тора, данная среда может быть применена для культивирова-
ния без регуляции уровня рН, при этом добавление в процессе 
истощения элементов производится путем внесения в суспен-
зию раствора минеральных солей с концентрацией в 100 раз 
больше исходной, чем в исходной среде. 

Vonshak [21] предложил среду N-8, которая имеет широкое 
применение для массового культивирования хлореллы. 
Ramkumar K. Mandalam и другие [22] в 1998 году установили, 
что среда N-8 дефицитна по железу, магнию, сере и азоту при 
высоких плотностях клеток. N-8 среда была переработана в 
среду М-8; это позволило в 3–5 раз увеличить общее содержа-
ние хлорофилла на единицу объема культуры по сравнению с 
N-8 средой. Долгосрочное культивирование (24 дня) Chlorella 
vulgaris на М-8 среде показало непрерывное увеличение со-
держания хлорофилла и биомассы в течение всего периода вы-
ращивания. При этом увеличение содержания хлорофилла и 
биомассы прекратилось после 7 и 12 дней соответственно для 
среды N-8, что продемонстрировало перспективность среды М-8 
для производства биомассы. Таким образом, прирост клеток 
может быть значительно повышен при соответствующей пита-
тельной среде. Также было установлено, что базовое содержа-
ние элементов питательной среды при культивировании био-
массы влияет на биохимический состав клеток. 

Wijanarko A. [23] изучал возможность культивирования 
Chlorella vulgaris на среде Бенеке, в результате было определе-
но, что питательная среда Бенеке с растворенным азотом в ви-
де нитрата калия является наиболее оптимальной для накопле-
ния липидов до 0,42 г/г биомассы. При наличии мочевины в 
качестве источника азота наблюдалось снижение роста клеток 
на 30%, при этом создавались условия для производства белка 
до 0,54 г/г биомассы. Выяснено, что использование сточных 
вод, содержащих аммиак, позволяет увеличить на 55…60% 
скорость роста хлореллы и увеличить количество внутрикле-
точных липидов на 8,5%. 

Хелд П. и другие [24] изучали культивирование штамма 
Chlorella vulgaris на питательных средах BG-11 TAP и TP. 



16 

Прирост биомассы на среде TAP был в 1,7 раза выше по срав-
нению со средой ТР и в 16 раз выше по сравнению со средой 
BG-11 на шестые сутки культивирования [25]. 

Питательные среды, используемые для культивирования 
Chlorella vulgaris, содержат макро- и микроэлементы, которые 
обеспечивают нормальную жизнедеятельность клеток (табл. 1). 
 

1. Необходимые для нормальной жизнедеятельности  
клеток микроводорослей макро- и микроэлементы 

 

Элемент Значение элемента 

К Влияет на водно-солевой баланс клеток и осмотиче-
ское давление 

Mg Участвует в аэробном распаде углеводов и липидов, 
активирует часть ферментов цикла Кребса, входит в 
состав хлорофилла 

S Входит в состав цистеина и метионина в реакциях 
энергетического метаболизма 

P Входит в состав клеточных мембран (фосфолипи-
ды), участвует в синтезе белка, в сохранении и пе-
реносе энергии (АТФ) 

Mn Необходим для нормального протекания фотосин-
теза, поскольку входит в состав активного центра 
кислородовыделяющего комплекса фотосистемы II. 
Играет роль в поддержании структуры хлоропла-
стов. Активирует более 35 ферментов, в том числе 
ферментов, катализирующих реакции цикла Кребса. 

Zn Участвует в процессах дыхания и белкового 
обмена 

B Участвует в обмене нуклеиновых кислот, вызывает 
конкурентное ингибирование некоторых ферментов 



17 

Для каждого элемента есть диапазоны концентрации, при 
выходе за пределы которых рост клеток прекращается или на-
ступает их гибель. Микроводоросли активно реагируют на 
концентрацию биогенных элементов в суспензии, изменяя 
биохимический состав клеток; содержание основных компо-
нентов клеток (белки, углеводы, липиды) может меняться в 
широких пределах. 

Недостаток азота вызывает значительное уменьшение 
урожая биомассы и содержание зольных веществ в ней. Резко 
увеличивается средний сухой вес клетки, а в органическом ве-
ществе уменьшается содержание хлорофилла и белка, увели-
чивается количество углеводов и липидов. 

При недостатке серы происходит увеличение среднего 
размера одной клетки и разрушение хлорофилла. Отличитель-
ными чертами серного голодания являются: некоторое умень-
шение содержания белка и резкое увеличение содержания ли-
пидов при постоянном уровне углеводов. 

Недостаток магния, железа и калия не вызывает значи-
тельных изменений биохимического состава клеток, за исклю-
чением заметного уменьшения содержания липидов при маг-
ниевом голодании.  

Факторы минерального питания можно разделить на две 
основные группы. 

В первую группу входят азот и сера. Недостаток этих эле-
ментов не вызывает немедленного подавления процессов асси-
миляции в клетках водорослей, но замедляет деление и останав-
ливает развитие. В результате клетка накапливает органические 
вещества и увеличивает свой вес. Поскольку при недостатке 
азота происходит полное подавление синтеза белка, то клетки 
накапливают безазотистые соединения (углеводы и липиды). 
При серном голодании синтез белка подавляется в меньшей сте-
пени, а стимуляция образования липидов в этом случае сопро-
вождается некоторым подавлением синтеза углеводов. 

Во вторую группу элементов входит фосфор, магний, ка-
лий, железо. Дефицит этих элементов отрицательно сказывает-
ся в первую очередь на процессах ассимиляции, тогда как де-
ление клеток происходит обычно (за исключением недостатка 
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магния) нормально. Следствием этого является замедление 
темпов роста и накопления сухого вещества в клетках: средний 
размер и средний вес одной клетки при этом не увеличивается 
или даже уменьшается по сравнению с контролем. 

Необходимо отметить, что изменяя состав питательной 
среды, можно получать продукт желаемого состава с различ-
ным соотношением белков и жиров. Так, на среде богатой азо-
том, Chlorella vulgaris может накапливать от 40 до 88% сырого 
протеина и 5% жира, а при недостатке азота и избытке углеро-
да в питательной среде, наоборот, – 88% жира и 5% протеина. 

Изучением влияния состава питательной среды на биохи-
мические свойства клеток Chlorella vulgaris занимались 
П. Хелд [24], Н. Б. Аужанова [26] и др. Было установлено, что 
особенно сильно на биохимический состав клеток микроводо-
росли Chlorella vulgaris оказывает влияние дефицит азотсо-
держащих веществ, стимулирующий накопление внутрикле-
точных нейтральных липидов - триацилглицеридов (ТАГ), как 
запасных питательных веществ. По разным данным [24, 26] 
количество липидов увеличивается в 1,7 – 15 раз.  

Glacio S. Araujo и другие [27] изучали создание стресса 
при культивировании Chlorella vulgaris с помощью добавления 
в питательную среду F/2 NaCl. В результате было определено, 
что содержание NaCl в культуральной среде имеет большое 
влияние на количество производимой биомассы и на количест-
во липидов, добываемых из микроводорослей. Эксперимент 
показал, что увеличение содержания NaCl в культуральной 
среде позволяет значительно (на 35,6%) увеличить концентра-
цию липидов в сухой биомассе. 

В СССР также проводились исследования по определению 
влияния состава питательной среды на биохимический состав 
клеток, Г. Л. Клячко-Гурвич и В. Е. Семененко [28] изучали 
влияние питательной среды Тамийя без азота на рост Chlorella 
pyrenoidosa. Было выяснено, что клетки, лишенные азотсодер-
жащих веществ, сохраняли фотосинтетическую активность; 
наблюдалось увеличение сухого веса биомассы за счет синтеза 
липидов, при этом около 75% липидов составляли жирные ки-
слоты (табл. 2).  
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2. Количественный состав жирных кислот липидов  
Chlorella pyrenoidosa в обычных условиях роста  

и при азотном голодании 
 

Название кислоты Формула 

Содержание, % масс. 

Обычная 
культура 

Азотное 
голодание 

Пальмитиновая 16:0 23,5 18,0 

9-гексадеценовая 16:1 2,5 1,5 

7,10 – 
гексадекатриеновая 16:2 12,0 3,8 

7, 10, 13 –  
гексадекатриеновая 16:3 11,1 5,0 

Стеариновая 18:0 0,6 3 

Олеиновая 18:1 3,9 43,2 

Линолевая 18:2 21,0 11,0 

Линоленовая 18:3 24,2 13,7 

 
Из таблицы 2 видно, что при стрессовом культивировании 

увеличение содержания липидов произошло за счет увеличе-
ния в 11 раз концентрации олеиновой кислоты. 

Физиологическая роль процесса накопления липидов при 
стрессовых условиях культивирования микроводорослей бы-
ла объяснена А. Е. Соловченко. В работе [10] обобщены на-
копленные к настоящему времени экспериментальные дан-
ные, позволяющие выделить, по крайней мере, три аспекта 
адаптационной функции ТАГ у микроводорослей:  

1) нейтральные липиды являются источником длинноцепо-
чечных жирных кислот – строительных блоков для мембран;  

2) биосинтез ТАГ обеспечивает сток для фотоассимиля-
тов, препятствуя развитию фотоокислительных повреждений 
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при стрессах, снижающих способность клетки к утилизации 
продуктов фотосинтеза;  

3) откладывающиеся в виде липидных глобул ТАГ обра-
зуют депо для вторичных каротиноидов у каротиногенных 
водорослей, обеспечивающих защиту от фотоповреждения. 

В работе [29] установлено, что после прекращения стрес-
совых условий биохимический состав клеток восстанавливает-
ся, при этом добавление имидазола в концентрации 0,5… 
2,5 ммоль влияет на образование фотосинтетического аппара-
та: угнетается синтез белка, хлорофилла, полиненасыщенных и 
транс-3-гексадеценовых кислот, однако происходит синтез уг-
леводов. Также имидазол препятствует расходованию накоп-
ленных жирных кислот. Полученные результаты позволяют 
также объяснить процесс перестройки биохимического состава 
клеток при стрессовом культивировании.  

Сhlorella vulgaris – фотосинтетический организм, поэтому 
для его культивирования необходима подача определенного 
уровня освещенности. На практике, при культивировании хло-
реллы максимальная освещенность не должна превышать  
30 тыс. лк. В качестве источников света можно использовать 
различные лампы при толщине слоя суспензии 30…40 см, что-
бы ее внутренние слои получали достаточно света. Одним из 
первых фотосинтез Сhlorella vulgaris изучал Роберт Эмерсон 
[30], который впервые высказал идею о существовании двух 
фотосинтезирующих систем. У одноклеточной водоросли хло-
реллы он анализировал влияние длины световой волны на 
квантовый выход фотосинтеза, то есть количество кислорода, 
выделившегося в процессе фотосинтеза в расчете на 1 квант 
поглощенной энергии. Эмерсон установил, что для Chlorella 
vulgaris наиболее эффективным для фотосинтеза был красный 
свет с длиной волны 650…680 нм, и синий свет с длиной вол-
ны 400…460 нм. Именно этот свет поглощается хлорофиллом. 
Он также вычислил, что фотосинтетическая эффективность 
красного света на 36% выше, чем синего. В следующих опытах 



21 

было показано, что если клетки освещать красным светом с 
длиной волны 650…680 нм, то квантовый выход достаточно 
высок. Однако при дальнейшем увеличении длины волны света 
свыше 685 нм квантовый выход фотосинтеза резко падал. Если 
же хлореллу освещать и коротковолновым (650 нм) и длинно-
волновым (700 нм) красным светом суммарный эффект будет 
больше, чем при действии каждого луча в отдельности. Это 
явление получило название эффекта усиления Эмерсона, и да-
ло возможность Эмерсону предположить, что в микроводорос-
лях (как и в наземных растениях) существуют две фотосинте-
зирующие системы, которые должны работать согласованно.  

Семененко В. Е. другие [31] изучали возможность выра-
щивания Chlorella pyrenoidosa в условиях освещения импульс-
ным светом. При этом, было выяснено, что культура Chlorella 
pyrenoidosa способна расти в условиях освещения импульсным 
светом при длительности вспышки около 25 мк⋅с с темновым 
интервалом 0,1 с и достигает на 17-й день плотности порядка 
100 млн кл./мл. Выяснено, что культуре требуется время на 
адаптацию, при этом адаптация нужна ростовым процессам и 
процессам развития, но не фотосинтетическому аппарату, по-
скольку интенсивность фотосинтеза остается одинаковой. 

Низкая интенсивность света вызывает образование поляр-
ных липидов, в то время как высокая интенсивность света 
уменьшает общее содержание полярных липидов, с сопутст-
вующим увеличением количества нейтральных липидов хране-
ния, главным образом триацилглицеридов [32 – 34]. Недоста-
точная освещенность способствует формированию полинена-
сыщенных жирных кислот, тогда как высокий уровень осве-
щенности способствует синтезу насыщенных и мононенасы-
щенных жирных кислот [35]. 

Также важным фактором в процессе культивирования яв-
ляется температура суспензии. Оптимальная температура вы-
ращивания зависит от типа культивируемого штамма Chlorella 
vulgaris. Штаммы подразделяются на термофильные, мезо-
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фильные и криофильные. Подбор уровня температуры должен 
быть осуществлен с помощью анализа природной среды оби-
тания штамма. Изменение состава жирных кислот наблюдается 
при изменении температуры культивирования: увеличивается 
число ненасыщенных жирных кислот в составе липидов с 
уменьшением температуры [36].  

 
2.2. ИССЛЕДОВАНИЕ РЕЖИМОВ ПЕРИОДИЧЕСКОГО  

КУЛЬТИВИРОВАНИЯ МИКРОВОДОРОСЛИ  
CHLORELLA VULGARIS 

 

Цель исследования заключалась в определении оптималь-
ных условий культивирования микроводорослей Chlorella vul-
garis с повышенным содержанием липидов для дальнейшего 
их использования при производстве биотоплива. Эксперимен-
ты проводились при следующих фиксированных условиях:  

1) посевной материал составлял 20% от общего объема 
суспензии;  

2) pH = 6,2…8,0;  
3) барботаж суспензии для всех экспериментов осуществ-

лялся газовоздушной смесью с содержанием углекислого газа 
0,04% и расходом 80 л/ч для интенсивного перемешивания 
слоев суспензии;  

4) фотопериод составлял 24 часа;  
5) каждые четверо суток в суспензию добавлялся источник 

азота в том же соотношении, в котором он вносился для приго-
товления питательной среды.  

Определение концентрации клеток осуществлялось путем 
прямого подсчета в камере Горяева. Культивирование осуще-
ствлялось в лабораторной установке, представленной на рис. 5. 

Процесс периодического культивирования биомассы микро-
водоросли Chlorella vulgaris в технологии производства биотоп-
лива третьего поколения состоит из двух периодов: накопление 
биомассы микроводоросли до концентрации 55…60 млн кл./мл и 
выше, и создание стрессовых условий для клеток, которое тор-
мозит размножение микроводоросли и приводит к накоплению 
в клетках липидов. 
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Рис. 5. Принципиальная схема лабораторной установки  

культивирования биомассы микроводоросли Chlorella vulgaris: 
1 – фотобиореактор, 2 – cветодиодный кабель, 3 – устройство  
для подачи питательной среды и барботажа; 4 – нагреватель;  
5 – компрессор; 6 – емкость для подачи питательной среды; 

7 – баллон с СО2 

 
На первом этапе эксперимента изучалась эффективность 

культивирования штамма на питательных средах Тамийя [38], 
А-5 (Upitis V.V. [20], и TAP [24]. На восьмой день культиви-
рования концентрация биомассы на среде Тамийя составил  
49,1 млн кл./мл, на среде TAP – 5,1 млн кл./мл и на среде А-5 – 
0,2 млн кл./мл (рис. 6). Анализ графика показывает, что для 
культивирования данного штамма в наибольшей степени под-
ходит среда Тамийя.  
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Рис. 6. Динамика прироста биомассы на различных  
питательных средах 
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Рис. 7. Динамика прироста биомассы на питательной  
среде Тамийя с различными источниками азота 
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На втором этапе эксперимента осуществлялся подбор вида 
источника азота, как наиболее важного элемента для культиви-
рования штамма Chlorella vulgaris. В качестве источников 
азота в питательной среде использовались нитрат калия (5 г/л), 
хлорид аммония (2,64 г/л) и мочевина (1,5 г/л). Наилучший 
результат получился при использовании в составе питательной 
среды нитрата калия (рис. 7): на седьмой день культивирования – 
52 млн кл./мл, в то время как применение мочевины в составе 
питательной среды позволило получить 32 млн кл./мл, а хло-
рида аммония – всего 21 млн кл./мл. Результаты эксперимента 
показывают, что в качестве источника азотсодержащих соеди-
нений для накопления биомассы штамма Chlorella vulgaris оп-
тимально подходит нитрат калия, обеспечивающий двукрат-
ный прирост биомассы на седьмой день культивирования по 
сравнению со средой с мочевиной и более чем пятидесяти-
кратный – при использовании питательной среды с хлоридом 
аммония. Объяснить низкий прирост на среде с хлоридом ам-
мония в качестве источника азота можно тем, что хлорид ам-
мония NH4Cl – соль слабого основания гидрата аммиака 
NH3⋅H2О и сильной соляной кислоты HCl, в воде гидролизует-
ся и дает кислую реакцию: 
 

NH4Cl + HOH ↔ NH4OH + HCl; 
 

NH4
+ + HOH ↔ NH4OH + H+, 

 

поэтому уровень pH в процессе культивирования на этой среде 
падал с 7,05 до 3,5. 

Замедление прироста биомассы на среде с использованием 
мочевины можно объяснить тем, что Chlorella vulgaris содер-
жит мочевинную амидазу, которая катализирует расщепление 
мочевины [20]: 
 

С(NH2)2 + АТФ + H2O = CO2 + 2NH3 + АДФ + Р1. 
 

Установлено, что при культивировании штамма и исполь-
зовании в качестве источника азота – мочевины, на 4–5 день 
культивирования аммонийная форма азота может достигать в 
среде 40…60% от общего содержания азота, что подкисляет 
среду и вызывает угнетение роста клеток. При этом использо-
вание на практике среды Тамийя с нитратом калия также вы-
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явило ряд существенных недостатков: рост уровня pH в про-
цессе культивирования клеток (рис. 8): избыток практически 
всех макро- и микроэлементов (магния, серы, фосфора, калия, 
марганца, цинка и бора) [20], которые при избыточном потреб-
лении проявляют токсические свойства [20].  

На третьем этапе эксперимента осуществлялся подбор 
уровня освещенности 3 клк, 7 клк и 14 клк (при этом предел 
уровня освещенности для микроводорослей составляет  
25…30 клк) суспензии при культивировании штамма на среде 
Тамийя. Из графика (рис. 9) видно, что оптимальным является 
поддержание уровня освещенности на уровне 14 клк, что 
позволяет штамму микроводоросли достичь стационарной 
фазы на седьмые сутки культивирования. 

На четвертом этапе эксперимента осуществлен подбор 
температуры культивирования, обеспечивающей максималь-
ный прирост биомассы штамма. Штамм культивировался на 
среде Тамийя при температуре 27, 30, 35 °С. Максимальный 
прирост биомассы штамма (51 млн кл./мл) наблюдался на 
восьмые сутки культивирования при поддержании 
температуры суспензии на уровне 30 °С (рис. 10).  
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Рис. 8. Динамика изменения уровня pH на среде Тамийя 
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Рис. 9. Динамика прироста биомассы  
при различном уровне освещенности 
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Рис. 10. Динамика прироста биомассы в зависимости  
от температуры 
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На пятом этапе эксперимента был осуществлен подбор 
расстояния между элементами освещения для культивирования 
штамма. Как показал результат эксперимента, уровень осве-
щенности на глубине суспензии в 30 мм составляет всего лишь 
7% от величины освещенности на поверхности фотобиореак-
тора (рис. 11). Поэтому для оптимизации режима инсоляции 
необходимо поддержание интенсивного барботажа суспензии в 
реакционном пространстве, чтобы все клетки достаточное вре-
мя находились в области с высоким уровнем освещенности. 

На шестом этапе эксперимента штамм выращивался на стан-
дартной и обедненной азотом средах Тамийя (рис. 12). Дефицит 
азота создает стрессовые условия культивирования, которые не-
обходимы для стимулирования накопления липидов в клетках 
биомассы. Прирост клеток на стандартной среде Тамийя на вось-
мой день культивирования составил 48 млн кл./мл (содержание 
липидов 8%), а на обедненной азотом среде Тамийя –  
9 млн кл./мл (содержание липидов 32% (экстракция по Сокслету)).  
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Рис. 11. Зависимость уровня освещенности от радиуса  
фотобиореактора и концентрации клеток в суспензии 
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Рис. 12. Прирост биомассы на стандартной и обедненной  
азотом средах Тамийя 

 
Также был проведен эксперимент по исследованию влия-

ния стрессовых условий при культивировании Chlorella vul-
garis на накопление внутриклеточных нейтральных липидов.  
В качестве стрессовых воздействий использовались:  

1) добавление в суспензию хлорида натрия в концентра-
ции 2 г/л;  

2) повышение уровня освещенности до 32 клк (что соот-
ветствует режиму фотоокислительного стресса);  

3) поддержание дефицита азота в питательной среде на 
уровне 50 мг/л суспензии.  

Количество липидов в клетках измерялось каждый день 
(концентрирование биомассы осуществлялось с помощью цен-
трифуги при 3000 мин–1 в течение пяти минут). Из полученной 
сконцентрированной биомассы влажностью 90...95% липиды 
экстрагировались с помощью смеси нефрас С2 80/120: этанол, 
взятые в соотношении 1 : 2 (об.). Полученные экстракты кон-
центрировались с помощью роторного испарителя ИР-1Л. Ка-
чественное наличие нейтральных липидов в экстрактах опре-
делялось с помощью метода тонкослойной хроматографии 
(ТСХ), количественное – исследованием пластин для ТСХ с 
помощью денситометра «Сорбфил» Версия 2 [85]. 
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Рис. 13. Концентрация клеток в суспензии  
в стрессовых условиях культивирования (дефицит азота) 
 
Создание всех видов стрессовых условий тормозит размно-

жение клеток, концентрация клеток на седьмые сутки после 
создания стресса уменьшилась на 26% по сравнению с контролем. 

Дефицит азота вызывал следующие изменения в суспен-
зии штамма Chlorella vulgaris: цвет суспензии уже на третий 
день из темно-зеленого стал бледно-зеленым, концентрация 
клеток в суспензии начала уменьшаться (рис. 13). 

Клетки увеличились в размерах (рис. 14), биосинтез белка 
прекратился, клетки начали накапливать запасные питательные 
вещества в виде неполярных липидов. 

 

 
 

а) 
 

 

б) 
 

Рис. 14. Микроскопия Chlorella vulgaris:  
а – до создания стрессовых условий;  
б – после создания стрессовых условий 

10 мкм10 мкм
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а) 
 

б) 
 

Рис. 15. Реакция штамма на фотоокислительный стресс: 
а – второй день стресса; б – пятый день стресса 

 

 
 

Наличие NaCl в концентрации 2 г/л не привело к внешним 
изменениям суспензии. 

Фотоокислительный стресс вызывал появление пены ры-
жего цвета (рис. 15). 

На четвертые сутки подержания стрессовых условий наи-
большая концентрация внутриклеточных липидов наблюдалась 
в биомассе, культивируемой в условиях дефицита азота (до 
32% от сухого вещества клеток), что в 7 раз выше по сравне-
нию с контрольным образцом. Остальные виды стрессовых 
воздействий привели к незначительному увеличению содержа-
ния липидов по сравнению с контрольным образцом. По ре-
зультатам эксперимента можно сделать вывод, что для накоп-
ления внутриклеточных липидов наиболее перспективно соз-
давать стресс с помощью дефицита азотсодержащих солей 
(рис. 16). 

Для стимулирования накопления неполярных липидов 
стрессовые условия необходимо создавать с помощью дефи-
цита азотсодержащих веществ.  
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По результатам экспериментальных исследований можно 
сделать вывод, что для накопления липидов в биомассе на  
7–8 день (по достижению стационарной стадии роста) необ-
ходимо создавать стрессовые условия путем снижения содер-
жания азота в питательной среде, что позволит накопить до 
32% от сухого вещества клетки липидов. 

 
2.3. МАТЕМАТИЧЕСКОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ  
ПРОЦЕССА РОСТА МИКРОВОДОРОСЛИ  

CHLORELLA VULGARIS 
 

В связи с тем, что экспериментальное исследование про-
цесса культивирования микроводорослей является затратным 
процессом как с точки зрения ресурсов, так и времени, акту-
альной задачей является разработка математической модели, 
способной описывать процессы накопления биомассы клеток 
микроводорослей, убыли субстрата и накопления липидов.  

Процесс культивирования микроводоросли может быть 
представлен в виде следующей схемы (рис. 17): 
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Рис. 16. Динамика накопления липидов после создания стресса:  
1 – добавлением хлорида натрия 2 г/л; 2 – освещенностью 32 клк;  

3 – дефицитом азота; 4 – контроль 
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стадия интенсивного 
культивирования биомассы

T 
S 
I 

X 

KS, Ki, KI, µmax, E 
 

 

Рис. 17. Структурная схема процесса культивирования биомассы 
 
Протекание стадии интенсивного культивирования био-

массы определяется входными переменными: T – температура,  
S – концентрация азотсодержащих солей, I – освещенность, 
изменение которых влияет на количество накопленных липи-
дов X, и внутренними параметрами: KS – константа полунасы-
щения, Ki = 8,4 – константа ингибирования, KI – константа по-
лунасыщения по освещенности, μmax – максимальная удельная 
скорость роста, Е – емкость популяции, которые зависят от фи-
зических свойств среды, вещества и т.д.  

При разработке математической модели кинетики роста 
биомассы микроводоросли и накопления липидов внутри клет-
ки приняты следующие допущения: 

1. Процесс культивирования биомассы Chlorella vulgaris 
состоит из двух периодов: накопления биомассы клеток, в те-
чение которого не происходит образования и накопления ли-
пидов; создания стрессовых условий, при которых происходит 
образование и накопление липидов. 

2. Гидродинамический режим в рабочем объеме фотобио-
реактора близок к идеальному перемешиванию, поскольку 
процесс культивирования осуществляется периодическим спо-
собом при интенсивной аэрации газовоздушной смесью. Под-
вод пузырьков газовоздушной смеси к клетке не затруднен. 

3. Кислород равномерно распределен по рабочему объему 
фотобиреактора, и его количества достаточно для осуществле-
ния клетками энергетического обмена. 
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4. Освещение в рабочем объеме фотобиореактора осуще-
ствляется равномерно. 

5. Возраст клеток не учитывается при моделировании 
процесса образования липидов. 

6. Основным лимитирующим субстратом являются азото-
содержащие соли. 

7. При создании стрессовых условий в питательной среде 
поддерживается низкая концентрация азотосодержащих солей. 

8. Процесс культивирования осуществляется в интервале 
значений pH, оптимальных для накопления биомассы. 

9. Процессы питания, фотосинтеза, размножения и другие 
идут одновременно. 

10.  Влияние на скорость роста факторов освещения и кон-
центрации азотосодержащих солей является независимым друг 
от друга. 

Проведенные экспериментальные исследования процесса 
накопления биомассы микроводорослей (рис. 18) показали, что 
характер кривой соответствует логистическому уравнению 
Ферхюльста [39] для ограниченного роста популяции 

 

⎟
⎠

⎞
⎜
⎝

⎛ −⋅⋅μ=
Е
x

x
dt
dx

1 ,                                     (1) 

 

где x – концентрация биомассы клеток, млн кл./мл; μ – удель-
ная скорость роста, 1/сут; Е – емкость популяции, млн кл./мл.  

Процесс убыли субстрата при периодическом культивиро-
вании микроводорослей описывается уравнением [40]: 

 

 ,
11

xm
dt
dP

Ydt
dx

Ydt
dS

s
PSXS

+⋅+⋅−=                     (2) 

 

где XSY  – коэффициент, показывающий количество образую-
щейся биомассы Δx при количестве затраченного субстрата ΔS 
за время Δt, рассчитывается по экспериментальным данным 
(млн кл.⋅л)/(мл⋅г); PSY  – коэффициент, показывающий количе-
ство образующихся липидов ΔP при количестве затраченного 
субстрата ΔS за время Δt, рассчитывается по эксперименталь-
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ным данным; P – количество липидов, %; ms – коэффициент 
поддержания жизнедеятельности. 

В соответствие с седьмым допущением расходование 
азотсодержащего субстрата не происходит при накоплении 
продуктов метаболизма, поэтому второе слагаемое исключаем 
из уравнения (2). Для неэнергетических субстратов, таких как 
азот, ms = 0 [40]. Таким образом, уравнение (2) преобразуется к 
виду (3): 

 

dt
dx

Ydt
dS

XS
⋅−=

1
.                                      (3) 

 

Количество образующихся липидов P пропорционально 
величине накопленной биомассы x микроводорослей. Для об-
разования липидов необходимо создание стрессовых условий – 
пониженного содержания субстрата S – азотсодержащей соли, 
т.е. количество P должно быть пропорционально rS/1 , где r – 
показатель степени. Концентрация биомассы микроводорослей x 
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Рис. 18. Кинетика роста биомассы микроводорослей 
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достигает максимального значения K, после чего дальнейший 
прирост прекращается. Можно предположить, что аналогич-
ным образом будет прекращаться рост количества образую-
щихся липидов. Максимально возможное количество липидов 
будет определяться тогда величиной Pmax. С учетом вышеска-
занного уравнение для расчета количества образующихся ли-
пидов может быть записано в виде  

 

,1
max
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dt
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где qp – величина, характеризующая максимальный прирост 
липидов в единицу времени, 1/сут; Pmax – максимальное коли-
чество накопленных липидов, %. 

С целью определения коэффициентов, входящих в уравне-
ния (1), (3), (4), проведен комплекс экспериментальных иссле-
дований. 

Величина максимальной емкости популяции Е = 
= 31 млн кл./мл определялась из графика, представленного на 
рис. 18, и соответствовала максимальной достигнутой концен-
трации клеток биомассы.  

Известно [40], что факторами, наиболее влияющими на 
величину удельной скорости роста μ, являются: температура T, 
уровень освещенности I, концентрация азотсодержащих  
солей S, т.е.: 

 

).,,( SITμ=μ                                       (5) 
 

Влияние каждого из факторов рассматривалось при фик-
сированных и оптимальных значениях других факторов.  

Проведены экспериментальные исследования, по культи-
вированию микроводоросли Сhlorella vulgaris в питательных 
средах при различных значениях концентраций нитрата калия 
(рис. 20).  

Анализ графика, приведенного на рис. 19, позволяет сде-
лать вывод, что процесс ингибирования роста биомассы повы-
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шенными концентрациями субстрата S описывается уравнени-
ем Эндрюса [40]: 

⎟
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⎠

⎞

⎜
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++
μ=μ =

ing
2const

/
)(

max KSSK
SS

s
I ,                (6) 

где maxμ = 1,1 сут-1 – максимальная удельная скорость роста 
микроорганизмов; S – количество субстрата (азотсодержащие 
соли), г/л; Ks=1,06 г/л – константа полунасыщения; King = 8,4 – 
константа ингибирования, г/л, I = const = 5600 лк. Величины 

maxμ , Ks, King определены по графику на рис. 19. 
Влияние уровня освещенности I на кинетику прироста 

микроводорослей (рис. 20) наиболее часто описывается урав-
нением Михаэлиса–Ментен [41]: 
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где KI = 15000 лк – константа полунасыщения по освещенно-
сти. 

 
 

Концентрация нитрата калия S, г/л 
 

Рис. 19. Зависимость удельной скорости роста μ  
от количества субстрата S 
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Уровень освещенности I, клк 
 

Рис. 20. Зависимость удельной скорости роста μ от освещенности I 
 

В процессе культивирования микроводоросли от темпера-
туры T зависит максимальная удельная скорость роста maxμ , 
входящая в формулы для расчета const)( =μ IS , const)( =μ SI . Ве-
личины Ks и King в меньшей степени зависят от температуры T 
[40], поэтому уравнение для расчета максимальной удельной 
скорости роста maxμ  записано в виде степенной зависимости 
от температуры T: 

 
2

210max )( TATAAT ⋅+⋅+=μ ,                      (8) 
 

где A0 = 3103,1 ⋅− , A1 = 6,8 , A2 = 01,0− , – коэффициенты, най-
денные путем решения системы, состоящей из трех уравнений 
(9) для температур 300, 303, 308 К. 

В соответствие с десятым допущением принимаем зави-
симость [40]:  
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Величина YXS находится как среднее значение, полученное 
в результате обработки экспериментальных кривых накопле-
ния биомассы микроводорослей x(t) и количества субстрата 
S(t), по формуле [40]: 
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xx
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−
=

0

0 ,                                    (10) 

 
где 0, n – первый и последний дни эксперимента. YXS = 

= 6,05 (млн кл. ⋅ л)/(мл ⋅ г). 
Величина удельной скорости биосинтеза продуктов  qp 

рассчитывалась по аналогии с формулой для расчета удельной 
скорости роста клеток [40]: 
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Величины qp = 1,5; maxP  = 32% и r = 2 определены в ре-

зультате обработки экспериментальных данных по кинетике 
накопления липидов. 

Решение системы обыкновенных дифференциальных 
уравнений (1), (3), (4), (5) осуществлялось методом Рунге-
Кутта четвертого порядка [42] в среде Matlab [36] с начальны-
ми условиями при 0=t : 

 
( ) 20 =x , ( ) 50 =S , .4)0( =P                       (12) 

 
Результаты решения представлены на рис. 21 – 23. 
Анализ полученных данных позволяет заключить, что 

максимальная величина прироста биомассы микроводорослей 
и накопления внутриклеточных липидов обеспечивается в 
период до 15 сут, после чего необходимо переходить к сле-
дующей стадии – разрушения клеток. 
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Рис. 21. Динамика роста клеток биомассы, млн кл./мл 
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Рис. 22. Динамика убыли количества субстрата, г/л 
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Рис. 23. Динамика накопления липидов, % масс 

 
График, описываемый уравнением Эндрюса, имеет явный 

экстремум, который наблюдается на экспериментальной зави-
симости. По этой зависимости можно определить при каком 
количестве лимитирующего субстрата удельная скорость роста 
будет максимальной. Для этого найдем производную µ по S и 
приравняем ее к нулю: 
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3. Состав питательной среды для культивирования  
микроводорослей Тамийя OPTIMUM 

 

Соль (макроэлементы) Количество, г/л 
KNO3 3,2 
NaH2PO4(KH2PO4) 0,2 (0,22) 
MgSO4 0,125 
FeSO4·7 H2O 0,013 
ЭДТА 0,044 

Раствор микроэлементов 1 мл в 1 л среды 
Соль (микроэлементы) Количество, г/л 

MnCl2·4H2O 0,8 
ZnSO4·7 H2O 0,1 
CuSO4 0,8 
MoO3 0,018 
H3BO3 0,28 
NH4VO3 0,023 

 
Таким образом, оптимальная концентрация нитрата калия 

в среде составляет 3,2 г/л. Далее, используя оптимальные  со-
отношения макро- и микроэлементов [20], был рассчитан со-
став оптимизированной среды, получивший название Тамийя 
OPTIMUM, представленный в табл. 3. 

При поэлементном анализе составов сред Тамийя и Тамийя 
OPTIMUM (табл. 4), можно сделать вывод, что новая питатель-
ная среда содержит в избытке всего один элемент – калий, в то 
время как среда Тамийя избыточна по семи элементам. В пита-
тельную среду Тамийя OPTIMUM введен дополнительный эле-
мент – медь, которая является важным микроэлементом,  
входящим в состав фермента цитохромоксидазы и пластоциа-
нина – переносчика электронов между фотосистемой 1 и 2, ко-
торые участвуют в конечном звене дыхательной цепи. Поэле-
ментное сравнение питательных сред Тамийя и Тамийя OPTI-
MUM представлено в табл. 4.  
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4. Поэлементное сравнение питательных сред 
 

Элемент 

Минимальный 
уровень  

обеспеченности 
биомассы, мг/ л

Максимальный  
уровень  

обеспеченности 
биомассы, мг/л 

Содержание 
элементов 
в среде Та-
мийя, мг/л 

Содержание 
элементов 
в среде  

Тамийя OP-
TIMUM, мг/л 

N 85 850 700 444
P 12 120 285 50 
K 11 110 2294 1248

Mg 5 50 247 25
S 7 70 325 33,75 

Fe 0,5 5 0,6 2,5 
Mn 0,02 0,2 0,5 0,1
Zn 0,004 0,04 0,05 0,02
Cu 0,002 0,02 – 0,01 
Mo 0,002 0,02 0,011 0,01 
B 0,01 0,1 0,5 0,05

 

Отметим, что себестоимость одного кубического метра 
новой питательной среды в 1,9 раза ниже по сравнению со сре-
дой Тамийя. 
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Рис. 24. Динамика роста клеток Сhlorella vulgaris  
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Рис. 25. Динамика убыли азотсодержащего субстрата 

 
Культивирование на питательной среде Тамийя OPTIMUM 

позволяет увеличить концентрацию клеток в 1 мл суспензии на 
14% (рис. 24). 

Для получения максимального количества биомассы с по-
вышенным содержанием липидов в питательную среду Тамийя 
OPTIMUM на четвертые сутки культивирования необходимо 
вносить нитрат калия (точки А, В на рисунках 24, 25), в коли-
честве 3,2 г/л. При этом к наступлению стационарной фазы 
роста культуры (точка Б на рис. 24), количество нитрат-анио-
нов в питательной среде будет соответствовать наступлению 
стрессовых условий культивирования (точка Г на рис. 25).  

Таким образом, питательная среда Тамийя OPTIMUM ста-
новится средой для стрессового культивирования, поэтому 
может быть рекомендована при культивировании биомассы с 
повышенным содержанием липидов. 

 
 
 

В

Г
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3. ПОДХОДЫ К ПОДГОТОВКЕ БИОМАССЫ  
МИКРОВОДОРОСЛЕЙ 

 

 
3.1. ОБЗОР СПОСОБОВ КОНЦЕНТРИРОВАНИЯ  
БИОМАССЫ И РАЗРУШЕНИЯ КЛЕТОЧНЫХ  

СТЕНОК МИКРОВОДОРОСЛЕЙ 
 

В технологии промышленного производства клеток био-
массы микроводорослей одной из основных стадий является 
концентрирование биомассы с сохранением жизнеспособности 
клеток для того, чтобы предотвратить изменение биохимиче-
ского состава клеток, полученного в ходе культивирования.  
Сложность концентрирования биомассы обусловлена неболь-
шим размером клеток водоросли (2…10 мкм в диаметре) и 
низкой концентрацией 0,5…5 г/л биомассы микроводоросли в 
суспензии [43].  

Существует большое количество методов разделения кле-
ток и культуральной среды [44, 45 – 48]: центрифугирование, 
седиментационное осаждение, (ультра) фильтрация, флокуля-
ция, флотация и ультразвуковая обработка. Тем не менее, каж-
дый из этих методов имеет свои недостатки, которые влияют 
на себестоимость процесса. Недостатком разделения при по-
мощи центрифугирования является высокое потребление энер-
гии [49, 50]. Недостаток фильтрации заключается в частой за-
мене фильтров, мембран и длительного времени проведения 
процесса. В процессе седиментационного (гравитационного) 
осаждения тратится наименьшее количество энергии, что явля-
ется несомненным достоинством данного метода. Однако, дли-
тельное время его проведения и низкая степень разделения  
ограничивает его промышленное применение. Электрофлота-
ция сопряжена с частой заменой электродов и большими затра-
тами электроэнергии [47, 51].  

Широко используется способ концентрирования биомассы 
с использованием флокулянтов. Флокуляция микроводорослей 
возникает из-за нейтрализации заряда и снижения электроста-
тических сил отталкивания между заряженными клетками 
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микроводорослей в суспензии [47], отдельные клетки микро-
водорослей агрегируются с образованием более крупных час-
тиц, которые осаждаются быстрее [44, 52, 53]. Она широко 
применяется из-за своей высокой эффективности и низкой 
стоимости [54]. 

В статье D. Surendhiran and M. Vijay [56] показано исследо-
вание влияния восьми различных флокулянтов на эффективность 
концентрирования морской микроводоросли Nannochloropsis 
oculata. Максимальная эффективность концентрирования на-
блюдалась при использовании в качестве флокулянта FeCl3 и 
Fe2 (SO4)3 при концентрациях 0,4 и 0,6 г/л на 180 минуте – 
93,80 и 87,33% соответственно. Соли цинка заняли второе ме-
сто по эффективности флокуляции ZnCl2 (0,6 г / л) – 89,12% и 
ZnSO4 (0,8 г/л) – 84,17% на 210 и 240 мин соответственно,  
в то время как соли алюминия показали эффективность флоку-
ляции 85,46% для AlCl3 (0,6 г / л) и 82,27% для Al2(SO4)3  
(0,4 г/л) на 210 и 240 мин соответственно. Соли магния показа-
ли наименьший эффект флокуляции. Соли железа спровоциро-
вали полный лизис клеток, поэтому они были исключены из 
дальнейшего исследования. Влияние температуры, режима 
«свет–тьма» также были изучены при одновременном добавле-
нии солей Al и Zn. Результаты исследования показали, что оп-
тимальная температура флокуляции составила 35 °C в услови-
ях освещения. Осаждение с использованием ZnCl2 и ZnSO4 со-
ставило при освещении 92,3 и 90,5% соответственно и в темно-
те – 83,1 и 80,1% соответственно. Кроме того, клетки остава-
лись целыми при более высоких концентрациях солей и темпе-
ратуре. Осаждение с использованием AlCl3 и Al2(SO4)3 соста-
вило при освещении 88,5 и 85,5% соответственно и в темноте – 
74,8 и 68,8% соответственно. Так как при использовании солей 
алюминия эффективность флокуляции была ниже, рекомендо-
вано использование хлорида цинка. 

Nyomi Uduman, Hsueh Lee, Michael K. Danquah и другие 
[57] исследовали электрокоагуляцию микроводорослей. Про-
цесс электрокоагуляции включает в себя короткий период ин-
дукции, в течение которого ионы металлов с анода переходят в 
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суспензию. Затем они адсорбируются микроводорослями и ин-
дуцируют флокуляцию. Агломераты микроводорослей перено-
сятся на поверхность пузырьками водорода, которые образу-
ются на катоде. Эксперименты показали успешность данного 
метода для концентрирования биомассы микроводорослей при 
использовании всех типов электродов. При этом наибольшая 
эффективность электрокоагуляции получена при использова-
нии в качестве материала анода алюминия. Использование 
алюминия позволяет обеспечить более высокую эффектив-
ность процесса электрокоагуляции, чем при использовании 
нержавеющей стали в качестве материала анода, при меньшей 
величине концентрации ионов в растворе. Это связано с тем, 
что ион алюминия имеет заряд 3+, что обуславливает большую 
вероятность образования агломератов за счет нейтрализации 
поверхностного заряда клеток. 

Nakamura Н. [58] установил, что в качестве химического 
коагулянта можно использовать тетрахлорид титана в концентра-
ции 0,001%, а также 10%-ный раствор сернокислого марганца.  

Эффективно действует на клетки водорослей гашеная из-
весть, 1%-ный раствор которой через 4…6 ч после добавления 
в суспензию в соотношении 50…70 мл/л вызывал почти полное 
осаждение клеток микроводорослей на дно бассейна. По мне-
нию Н. П. Арутюняна [59], кальций действует на оболочку 
клеток и тем самым изменяет их проницаемость. Ион ОН– при 
действии на оболочку вызывает гидролиз коллоидных веществ. 
Все это способствует образованию агломератов и ускорению 
процесса седиментации в растворе. 

Важно отметить, что химические реактивы вызывают 
флокуляцию клеток, и при этом большая часть клеточного со-
держимого переходит в культуральную жидкость [19].  

Можно заключить, что отделение биомассы водорослей от 
культуральной жидкости при помощи центрифугирования, се-
парирования, сложно, энергоемко, а при использовании хими-
ческих реактивов резко снижается качество продукции. Поэто-
му поиск эффективного способа осаждения клеток из суспен-
зии остается актуальной проблемой [19]. 
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После осаждения клеток полученный концентрат необхо-
димо подвергнуть предварительной обработке, направленной 
на повышение эффективности последующего извлечения ли-
пидов. Предварительная обработка может быть выполнена в 
одну либо в несколько стадий. Суть обработки заключается в 
дезинтеграции клеточных оболочек водорослей с целью обес-
печения доступа растворителя во внутреннее пространство 
клетки на стадии экстракции липидов.  

При подборе методов дезинтеграции следует учитывать 
структуру клеточных оболочек, их механические и биохимиче-
ские характеристики (сопротивление нагружению, деформа-
ции, разрушению; формообразование и т.д.).  

Виды и методы дезинтеграции, применяемые в биотехно-
логии, представлены на рис. 26 [40].  

1.  При использовании физических методов на клетку ока-
зывается воздействие физического поля (гидродинамического, 
акустического и т.д.), приводящее к разрушению клеточной 
стенки. При баллистическом воздействии разрушение клеточ-
ной оболочки происходит при непосредственном механиче-
ском контакте мелющих тел и клеток в шаровых мельницах 
Недостатком способа является энергоемкость оборудования. 
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Рис. 26. Классификация методов разрушения клеточных оболочек
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При воздействии СВЧ-излучения, осуществляется взаимо-
действие с полярными молекулами внутри клетки, в результате 
чего молекулы, вращаясь относительно своей оси, вызывают 
значительное межмолекулярное трение, приводящее к вскипа-
нию внутриклеточной воды и разрыву клеточной оболочки.  
При ультразвуковом воздействии разрыв клетки происходит в 
результате возникающих кавитационных явлений внутри клет-
ки. Этот метод пока применим преимущественно в лаборатор-
ной практике. При экструзионном методе, реализуемом с по-
мощью инжекторных сопел и гомогенизаторов, суспензия кле-
ток продавливается через узкие отверстия под высоким давлени-
ем в камеры низкого давления, в результате чего возникают сдви-
говые напряжения, приводящие к разрыву клетки. При сушке 
клеток возникающий дегидрационный шок приводит к появле-
нию разрывов и трещин в клетке, а сами клетки погибают. 

2.  При использовании химических методов на клетку ока-
зывается воздействие химических веществ. При «осмотиче-
ском шоке» разрыв клеточной оболочки происходит под дав-
лением воды, проникающей внутрь клетки при резком измене-
нии осмотического давления из-за повышения (снижения) кон-
центрации соли или сахара в окружающей среде. Наибольшую 
эффективность осмотический шок проявляет при дезинтегра-
ции клеток с малопрочной и проницаемой клеточной оболоч-
кой. При автоклавировании реализуется принцип «теплового 
шока» – нагревание среды насыщенным паром с давлением 
1,1…2,0 атм и температурой 119…127 °С в специальных аппа-
ратах – автоклавах. Белки клеток коагулируют и теряют свои 
функциональные свойства, липиды, входящие в состав клеточ-
ной стенки, окисляются, утрачивают свою структурообразую-
щую функцию, после чего клеточная стенка становится прони-
цаемой. Применение химических реагентов предполагает воз-
действие щелочей, кислот, солей, детергентов, хелатных аген-
тов и органических растворителей. Эти реагенты, воздействуя 
на клеточную оболочку, вызывают денатурацию и коагуляцию 
белков, окисление компонентов клеточной стенки, разрушение 
мембранной структуры. Недостатком метода является воздей-
ствие реагентов на другие клеточные структуры, что вызывает 
загрязнение или разрушение целевого продукта и стоков.  
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3.  При использовании биологических методов на клетку 
оказывается воздействие биологическими веществами. При 
ферментном лизисе осуществляется обработка суспензии кле-
ток гидролитическими ферментами или ферментными ком-
плексами, разрушающими связи между веществами клеточной 
стенки. Это очень эффективный и быстрый способ, но его 
применение ограничено лабораторными условиями из-за высо-
кой стоимости ферментных препаратов. При воздействии ан-
тибиотиков реализуются различные механизмы разрушения 
[60]. Например, воздействие антибиотиков на ферменты кле-
точной стенки – транспептидазу и карбоксипептидазу приво-
дит к их связыванию, в результате чего клетка теряет способ-
ность к образованию новых стенок, за счет поперечных сшивок 
между ферментами пептидогликана микроорганизм гибнет. 
Антибиотики могут угнетать начальную стадию синтеза белка 
за счет образования ковалентной связи с большими субъеди-
ницами рибосом и ингибирования связывания т-РНК с ини-
циирующим экзоном м-РНК. Антибиотики могут приводить к 
нарушению синтеза нуклеиновых кислот за счет связывания 
активных  центров антибиотиков с активными центрами РНК-
полимеразы, что приводит к блокировке синтеза РНК. Также 
при воздействии активного центра антибиотиков с липидами 
цитоплазматической мембраны в ней образуются повреждения – 
поры.  

Таким образом, для переработки биомассы микроводорос-
лей перспективными являются комплексные методы, вклю-
чающие комбинацию механического воздействия, теплового 
шока и ферментативного гидролиза биомассы. 

 
3.2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ  
ПРОЦЕССА КОНЦЕНТРИРОВАНИЯ БИОМАССЫ 
 

Для проведения эксперимента взят штамм Chlorella 
vulgaris, который культивировался в лабораторном фотобиоре-
акторе объемом два литра на стандартной среде Тамийя [61] 
при температуре суспензии 28(±3) °С, уровне pH = 6,2…8,0, 
круглосуточном освещении со световым потоком 1650 Лм. При 
этом аэрация осуществлялась воздушной смесью с содержани-
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ем углекислого газа 0,04%. Посевной материал составлял 20% 
от общего объема суспензии (с концентрацией 1 млн кл./мл). 

На первом этапе эксперимента осаждение проводилось сле-
дующими реагентами: уксусной кислотой, щелочью, гашенной 
известью, хлоридом калия, перманганатом калия, алюмокалие-
выми квасцами. 

В шесть колб Эрленмейера отбирали по 250 см3 суспензии. 
Эффективность осаждения оценивали по величине оптической 
плотности суспензии, взятой из средней части объема суспен-
зии до и после выдержки в растворах солей, кислот и щелочей. 
Оптическая плотность суспензии перед добавлением реактивов 
составляла А0 = 1,661. Измерение оптической плотности произ-
водилось на электрофотоколориметре КФК 03-01. Степень 
осаждения S определялась по формуле 

 

S = (А0 – А)/А0·100%,                                (16) 
 

где А – оптическая плотность после центрифугирования. 
В первой колбе произведено разведение уксусной кисло-

той до pH = 3, во второй колбе – разведение щелочью до  
pH = 12, в третьей колбе – гашенной известью массой 0,15 г,  
в четвертой – хлоридом калия массой 3 г, в пятой – 0,2 н рас-
твором KMnO4 объемом 2 см3, в шестой – алюмокалиевыми 
квасцами массой 0,5 г. Выдержка образцов производилась в 
течение 24 часов. Результаты представлены в табл. 5. 

По результатам данного этапа эксперимента можно сде-
лать вывод, что данные химические вещества значительно 
снижают качество биомассы и имеют низкую эффективность 
при осаждении клеток в суспензии. Для полного осаждения 
клеток в технологическую схему при использовании данных 
методов осаждения необходимо вводить дополнительную ста-
дию осаждения (центрифугирование, сепарирование). 

На втором этапе эксперимента исследовались коагули-
рующие способности различных химических веществ и флоку-
лянта Flopam FO 4550 SH. Для каждой соли было приготовле-
но по четыре образца объемом 10 мл. Количество внесенных 
для коагуляции реактивов представлено в приложении  
табл. П1. Контроль осуществляли путем измерения оптической 
плотности через 24 ч.  
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5. Влияние химических реактивов на эффективность  
концентрирования биомассы 

 

Добав-
ляемое 
вещество 

До  
экспери-
мента, А0

После 
экспери-
мента, А

Описание изменений 
Степень 
осажде-
ния, % 

Хлорид 
калия 1,661 0,517 

Осадок темно-
зеленого цвета (3 мм), 
надосадочная жид-
кость светло-зеленая, 
мутная, на поверхно-
сти хлопья 

68,87 

Щелочь 1,661 0,774 

Осадок темно-зеленого 
цвета (2 мм), надоса-
дочная жидкость мут-
но-зеленая, границы 
раздела фаз нет, на по-
верхности слой слип-
шихся клеток биомас-
сы (12 мм) (общий 
слой жидкости 80 мм) 

53,4 

Уксусная 
кислота 1,661 0,751 

Осадок темно-
зеленого цвета (1 мм), 
надосадочная жид-
кость буро-зеленая, 
границы раздела фаз 
нет, наблюдается вы-
деление газа (общий 
слой жидкости 75 мм) 

54,8 

Гашеная 
известь 1,661 0,621 

Осадок зеленого цвета 
(2 мм), надосадочная 
жидкость мутная, нет 
четкой границы раз-
дела фаз, наблюдается 
образование хлопьев 
на поверхности (общий 
слой жидкости 55 мм) 

62,6 
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Продолжение табл. 5 
 

Добав-
ляемое 
вещество 

До  
экспери-
мента, А0

После 
экспери-
мента, А

Описание изменений 
Степень 
осажде-
ния, % 

Перман-
ганат 
калия 
(0,2н) 

1,661 0,521 

Осадок темно-зеленого 
цвета (4 мм), надоса-
дочная жидкость свет-
лая, четкой границы 
раздела фаз нет (общий 
слой жидкости 77 мм) 

68,6 

Квасцы 
(0,5 г на 
250 мл) 

1,661 0,517 

Осадок зеленого цвета 
(3 мм), надосадочная 
жидкость мутно-
зеленая, на поверхно-
сти наблюдается обра-
зование скоагулиро-
ванной биомассы 

68,87 

 
Через 24 часа максимальная степень осаждения (87%) на-

блюдалась при добавлении катионного флокулянта Flopam FO 
4550 SH с концентрацией 6 г/л. Остальные химические реаген-
ты вызывали резкое ухудшение качества биомассы или не ока-
зывали существенного влияния на осаждение клеток.  

На следующем этапе эксперимента определялась жизне-
способность клеток биомассы, которая была сконцентрирована 
катионным флокулянтом Flopam 4550 SH. Биомасса окрашива-
лась красителем метиленовым синим в течение 10 минут, а за-
тем микроскопировалась при увеличении ×1000.  

Как видно из рис. 27, большинство клеток биомассы окра-
сились, то есть клеточная стенка микроводорослей стала про-
ницаема для внешних агентов, что говорит об утрате клетками 
жизнеспособности и об изменении биохимического состава, 
что является серьезным недостатком. 

На четвертом этапе эксперимента осаждение биомассы 
проводилось под действием центробежных сил при частоте 
3000 об/мин. Результаты представлены в табл. 6. 



54 

 
 

Рис. 27. Микроскопия сконцентрированной биомассы клеток   
Chlorella vulgaris  (×1000) с помощью катионного флокулянта  

Flopam 4550 SH 
 
При визуальном осмотре сконцентрированная биомасса не 

имела признаков порчи, поэтому возникла необходимость про-
верить жизнеспособность клеток биомассы.  

 
6. Влияние времени обработки на эффективность  

концентрирования биомассы 
 

Параметры 
Длительность центрифугирования, мин 

3 4 5 8 10 

А0  0,626 0,626 0,626 0,626 0,644 
А  0,112 0,143 0,178 0,101 0,049 
С0, млн кл./мл 8,5 8,5 8,5 8,5 9 
С, млн кл./мл 1,5 1 0,5 0,2 0,01 
S, % 82,4 88,2 94,1 97,6 99,8 
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Рис. 28. Микроскопия сконцентрированной биомассы 

клеток  Chlorella vulgaris  (×1000) 
 
Биомасса окрашивалась красителем метиленовым синим в 

течение 10 минут, а затем микроскопировалась при увеличении 
×1000. Как видно из рис. 28, клетки биомассы не поменяли 
цвет, что свидетельствует о том, что клетки являются жизне-
способными и не изменили свой биохимический состав. 

По результатам эксперимента можно сделать следующий 
вывод: осаждение биомассы под действием центробежных сил 
является наиболее эффективным (осаждение до 99,8% от ис-
ходного количества) способом осаждения жизнеспособных 
клеток. 
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4. ТЕХНОЛОГИИ ЭКСТРАКЦИИ ЛИПИДОВ  
ИЗ БИОМАССЫ 

 

 
4.1. ОБЗОР СПОСОБОВ ИЗВЛЕЧЕНИЯ ЛИПИДОВ  

ИЗ БИОМАССЫ 
 

Экстракция липидов из клеток микроводорослей – это 
процесс, который характеризуется высокими затратами энер-
гии, что сильно затрудняет использование биомассы микрово-
дорослей в качестве сырья для производства широкого спектра 
продуктов в промышленном масштабе [62]. Экстракцию липи-
дов биомассы микроводорослей можно разделить на экстрак-
цию из влажной биомассы (при которой извлечение целевого 
продукта затруднено наличием культуральной жидкости, что 
приводит к невысокому выходу продукта в процессе экстрак-
ции), а также экстракцию липидов из сухой биомассы микро-
водорослей, недостатком которой являются высокие затраты 
энергии на сушку биомассы. 

Метод экстракции с использованием смеси хлоро-
форм/метанол (1/1 об./об.) разработан в 1951 году Фолчем и 
другими и является быстрым и эффективным [4]. Хлороформ, 
однако, обладает высокой токсичностью, и его использование 
нежелательно. По этой причине его эффективность при экстрак-
ции липидов из биомассы микроводорослей все еще нуждается в 
дальнейшей оценке. Также используется смесь с соотношением 
метанола и хлороформа 2 : 1 (об./об.) – метод Блайя и Дайера.  
В качестве замены хлороформа используют дихлорметан в со-
отношении метанол-дихлорметан 1:2 (об./об.) – метод Чена.  

Смесь растворителей с низкой токсичностью гексан/ 
изопропанол 3 : 2 (об./об.) предложена в качестве замены смеси 
хлороформ/метанол [4]. После двухфазного разделения, легкая 
органическая фаза (гексан с некоторым количеством изопропа-
нола) содержит большую часть липидов (нейтральных и по-
лярных), а нижняя водная фаза (вода с некоторым количеством 
изопропанола) содержит белки и углеводы.  
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Чистый спирт (например, бутанол, изопропанол и этанол) 
является дешевым летучим экстрагентом и способен образовы-
вать водородные связи с белково-липидными комплексами 
мембран из-за своей полярной природы. Однако, его полярная 
природа также является недостатком, поскольку ограничивает 
взаимодействие с автономными глобулами нейтральных липи-
дов. По этой причине при его использовании в качестве рас-
творителя, при экстракции липидов микроводорослей, алко-
голь почти всегда используют в сочетании с неполярным орга-
ническим растворителем, таким как гексан или хлороформ, для 
обеспечения общей экстракции обоих форм нейтральных ли-
пидов (как автономных шариков, так и как мембранно-
ассоциированных комплексов). 

Экстракция по Сокслету – метод, который позволяет пол-
ностью извлечь все липиды, представленные в клетках микро-
водорослей, в результате чего достигается 100% извлечения. 
Благодаря циркуляции растворителя в экстракторе за счет ис-
парения и конденсации, клетки биомассы взаимодействуют со 
свежим органическим растворителем в следствии чего поддер-
живается наибольшая движущая сила, при этом минимизиру-
ется расход растворителя.  

Ли и другие в своем исследовании [63] изучали влияние 
предварительного разрушения клеток биомассы на эффектив-
ность процесса экстракции липидов микроводоросли Chlorella 
vulgaris. Смесь хлороформ-метанол 1:1 (об./об.) использовали в 
качестве экстракционного растворителя. Рассматривались сле-
дующие методы разрушения клеток: автоклавирование, гомо-
генизирование в шариковой мельнице, обработка СВЧ-излуче-
нием, обработка ультразвуком, создание «осмотического  
шока»). В результате было установлено, что СВЧ-излучение 
(2450 МГц в течение 5 мин) позволяет извлечь максимальное 
количество липидов 10% (масс.).  

В работе [64] Ryckebosch E. и другие исследовали целесо-
образность предварительного разрушения клеток биомассы 
следующими методами: 1) трехкратное замораживание-
размораживание в жидком азоте; 2) гомогенизация в среде ме-
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танола с помощью шариковой мельницы в течение 30 с при 
частоте 60 Гц; 3) обработка ультразвуком в течение 15 мин по-
сле в среде метанола, хлороформа и воды.  

В качестве экстрагентов использовали следующие соста-
вы: хлороформ-метанол 1 : 1 (об/об); хлороформ-метанол 2 : 1 
(об/об); дихлорметан-этанол 1 : 1 (об/об); гексан-изопропанол 
3 :  2 (об/об); метил-трет-бутиловый эфир-метанол 10 : 3 (об/об). 

Также проверялось, действительно ли эндогенные липазы 
вызывают липолиз и необходима ли их дезактивация до экс-
тракции. Был исследован эффект добавления изопропанола 
(для дезактивации липазы) к Chlorella vulgaris на общее содер-
жание липидов и их вид.  

Смесь хлороформ-метанол с соотношением 1 : 1 (об./об.) 
позволяла извлечь наибольшее количество липидов – 22% 
(масс.), а с соотношением 2:1 (об./об.) – 17% (масс.).  

Далее было выяснено, что нет необходимости в дезактива-
ции эндогенных липаз. Это объясняется тем, что липазы уже 
частично дезактивированы при обезвоживании во время лио-
филизации [64].  

Для Chlorella vulgaris количество экстрагированных липи-
дов после разрушения клеточных стенок было в 1,1 раза выше по 
сравнению с экстракцией из неразрушенных клеток биомассы.  

В исследовании, проведенном Celine Dejoye Tanzi и дру-
гими [65], в качестве экстракционных растворителей использо-
вались терпены – природные растворители с уникальными 
техническими и химическими свойствами.  

Выход липидов, получаемых из микроводорослей при 
использовании двух различных растворителей, составил 0,88% 
и 0,91% для н-гексана и α-пинена соответственно. D-лимонен и 
пара-кумол дают те же результаты. Извлеченная масса липидов 
была в 1,4 раза выше при использовании терпенов в качестве 
экстрагентов по сравнению с н-гексаном. Этот эффект уже от-
мечен в работе Лю и других [66] и может быть связан с более 
полярной природой терпенов по сравнению с н-гексаном.  

По результатам данного исследования можно сделать вы-
вод, что терпены могут рассматриваться в качестве альтер-
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нативы органическим расворителям для извлечения липидов из 
биомассы микроводорослей, так как количественный и качест-
венный состав жирных кислот практически не отличался.  

В исследовании Glacio S. Araujo и других [67] изучены 
пять методов экстракции липидов из биомассы микроводорос-
лей Chlorella vulgaris: Блайя и Дайера, Чэна, Фолча, Хара и Ра-
дина, и Сокслета. Во всех случаях клеточные стенки разруша-
лись с помощью обработки биомассы ультразвуком (40 кГц). 
Метод Блай-Дайера с использованием ультразвука для разру-
шения клеток позволил извлечь наибольшее (52,5% масс.) ко-
личество липидов.  

В работе Fangfang Yang и других [62] предложен новый 
способ с использованием этанола для извлечения липидов из 
влажной биомассы микроводоросли Picochlorum Sp. при нор-
мальных условиях. Экстракцию проводили с помощью этано-
ла, отделяли биомассу и использовали, как корм для сельско-
хозяйственных животных, а в мисцеллу добавляли гексан, где 
растворяются неполярные липиды. Результаты показали, что 
время экстракции и температура, а также отношение раствори-
теля к биомассе оказывали влияние на эффективность экстрак-
ции липидов. При экстракции из влажной биомассы при 
R = 5 : 1 в течение 37 мин при слабом перемешивании и ком-
натной температуре выход липидов составил 33% от сухого 
веса. Выход при экстракции был сопоставим с результатами 
полученными при использовании метода Блай-Дайера.  

Alessandro Concas и другие [68] исследовали возможность 
разрушения клеточных стенок с помощью реакции Фентона. 
При использовании для разрушения клеток раствора, содер-
жащего 0,5 моль/ л Н2О2 и 0,024 моль/л FeSO4 в течение трех 
минут наблюдалось максимальное количество извлеченных 
липидов равное 17,4%, что в 2,5 раза больше, чем при экстрак-
ции без дезинтеграции клеток. Когда время разрушения пре-
вышало три минуты, наблюдалось уменьшение извлекаемых 
липидов, в результате перекисного окисления липидов.  

Antonio Zuorro и другие [69] исследовали возможность при-
менения ферментного комплекса (состоящего из galactomanna-
nase, 1.4 β-cellobiosidase и β-глюкозидаза) для увеличения выхода 
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при экстракции липидов из клеток Nannochloropsis sр. Выход ли-
пидов 70% от присутствующих в клетке липидов наблюдался 
при следующих условиях обработки: время обработки – 90 мин, 
масса вносимого ферментного комплекса – 1,3 мг⋅г–1, рН = 5, 
Т = 36 °С.  

Hyeon-Soo Cho и другие [70] изучали влияние фермента-
тивного гидролиза на выход экстракции липидов из микрово-
доросли Chlorella vulgaris. Клеточная стенка микроводорослей 
была гидролизована с помощью целлюлаз, липиды были из-
влечены с помощью органических растворителей – гексан, ме-
танол и хлороформ. Установлено, что для достижения макси-
мального выхода 85,3% через 72 часа необходимо поддержи-
вать рН = 4,8 и T = 50 °С. После ферментативного гидролиза, 
выход липидов при экстракции органическими растворителями 
увеличился в 1,29 – 1,73 раза по сравнению с выходом при экс-
тракции без разрушения клеток.  

Клячко-Гурвич Г. Л. и другие [71] разработали быстрый 
микрометод извлечения нативных липидов из биомассы Chlo-
rella vulgaris. Влажную биомассу обрабатывали в дезинтегра-
торе со стеклянными бусами и одновременно проводили экс-
тракцию с использованием смеси растворителей изопропанол-
хлороформ (1:1). Выход липидов составил 99% от общего ко-
личества находившихся в клетке. 

Chattip Prommuak и другие [72] изучали влияние ультра-
звука и СВЧ-излучения на выход липидов из биомассы Chlorel-
la vulgaris. Результаты этого исследования показали, что смесь 
хлороформа и метанола в соотношении 2 : 1 (об./об.) позволяет 
извлечь наибольшее количество общих липидов из водорослей 
38,9%. Максимальное извлечение липидов в этом исследова-
нии (82% от общего количества липидов в клетке) наблюда-
лось при разрушении клеток с помощью СВЧ-излучения (мощ-
ность аппарата 300 Вт) при температуре экстракции 50 °C.  

В патенте [73] описаны методы и способы для прямой пе-
реэтерификации и экстракции липидов в производстве биотоп-
лива. В качестве экстрагента предлагалось использовать смесь, 
по крайней мере, из одной жидкости с полярными ковалент-
ными молекулами и одной ионной жидкости. Массовое отно-
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шение жидкости с полярными ковалентными молекулами к 
общей ионной жидкости может быть 1 : 1000, 1 : 500, 1 : 100, 
1 : 50, 1 : 10, 1 : 5 или 1 : 1. В качестве жидкости с полярными ко-
валентными молекулами могут быть использованы: диметил-
сульфоксид, карбоновая кислота, амид, спирт, кетон, алкилга-
логенид, сложный эфир и амин. Ионная жидкость представляет 
собой смесь катионов и анионов (например, соль), в котором 
размеры катиона и аниона существенно различаются. 

В патенте [74] описана система и способ для экстракции 
липидов различной полярности из маслянистого материала, в 
том числе биомассы водорослей. Экстракция липидов из влаж-
ной биомассы проводится экстрагентами различной полярно-
сти с использованием ряда мембранных фильтров. Преимуще-
ством данного способа является отсутствие сушки и дезинте-
грации клеточных оболочек. Экстракция и фракционирование 
могут быть выполнены в одну стадию с последующей мем-
бранной очисткой. Мембрана может быть сделана из следую-
щих материалов: полиэфирсульфон (PES), полиамид (PA), по-
ливинилидендифторид (ПВДФ), полиимид (PI) и полиакрило-
нитрил (PAN); водорастворимый растворитель может быть 
представлен спиртом.  

В патенте [75] описывается одношаговый процесс лизиса 
стенок клеток микроводорослей с использованием гидрофиль-
ной ионной жидкости, 1-бутил-3-метилимидазолия и отделения 
клеточных липидов. Гидрофильная ионная жидкость разруша-
ет клеточные стенки и образует две несмешивающиеся фазы, 
одна из которых состоит из липидов. После смешивания гид-
рофильной ионной жидкости с суспензией клеток микроводо-
рослей, гидрофобная фаза липидов, из-за действия силы тяже-
сти оказывается сверху, где она удаляется из смеси и очищает-
ся. Гидрофильную ионную жидкость возвращают для лизиро-
вания новых клеток из суспензий микроводорослей. 

Способ извлечения липидов из суспензии микроводорос-
лей, включает стадии: а) смешивание некоторого количества 
указанной суспензии клеток микроводорослей с хлоридом  
1-бутил-3-метилимидазолия при температуре между 100 °С и 
140 °С в течение времени, достаточного для того, чтобы раз-
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рушить клетки микроводорослей для получения лизата; б) вы-
держка лизата в течение некоторого времени, достаточного для 
того, чтобы вода испарилась из лизата и получение гидрофиль-
ной фазы, содержащей хлорид 1-бутил-3 -метилимидазолия и 
липидной фазы, не смешивающейся с гидрофильной фазой, 
липидная фаза имеет более низкую плотность, чем гидро-
фильная фаза; в) отделение липидной фазы от гидрофильной 
фазы для получения липидного экстракта из клеток микрово-
дорослей. 

В патенте [76] описываются способы и устройства для об-
работки водорослей в которых гидрофильная ионная жидкость 
используется для лизиса клеток водорослей при более низких 
температурах, чем в других существующих методах обработки 
водорослей. В качестве агента разделения употребляется соль 
или раствор соли, также этот агент удаляет воду из ионной 
жидкости, что позволяет ее эксплуатировать повторно. Соль 
может быть высушена или концентрирована и повторно ис-
пользована. Сравнительно низкие температуры лизиса и обра-
ботки ионной жидкости и соли уменьшают воздействие на 
клетки при обработке водорослей. Обычно лизис клеток и из-
влечение с помощью химических средств предполагает нали-
чие двух несмешивающихся фаз: один растворитель является 
гидрофильным для растворения растворимых в воде молекул 
из лизата, другой растворитель – гидрофобный, чтобы раство-
рить клеточные мембраны и липофильные молекулы из кле-
точного лизата.  Клетки и ионная жидкость смешивают в тече-
ние времени, достаточного для получения клеточного лизата. 
Лизис выполняют при температуре от 25…105 °С. Реактор для 
лизиса может содержать резервуар с перемешивающим уст-
ройством для смешивания клеток и ионной жидкости и/или 
трубку, в которой смешивание клеток водорослей  и  ионной 
жидкости достигается путем турбулентного потока. Разрушен-
ные клетки передаются в разделительную камеру, в которой 
образуются два несмешивающиеся слоя жидкости: гидрофиль-
ный слой, содержащий ионную жидкость и растворенные гид-
рофильные компоненты лизата, такие как крахмал и водорас-
творимые белки, углеводы, глицерин, и метаболиты, и гидро-
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фобный слой, содержащий липидные компоненты из клеточно-
го лизата, таких как триглицериды, жирные кислоты, убихи-
нон и жирорастворимые метаболиты. Гидрофобный слой 
обычно имеет более низкую плотность и меньший объем, чем 
гидрофильный слой. Два слоя могут быть отделены с помо-
щью центрифугирования. Верхний, гидрофобный липидный 
слой удаляется из разделенного клеточного лизата и обраба-
тывается. Водный раствор может содержать белки, углеводы 
и другие компоненты клеток, которые осаждаются ступенча-
тым добавлением соли. Авторы настоящего изобретения об-
наружили, что ряд гидрофильных ионных жидкостей лизиру-
ют клетки водорослей в температурном интервале от 20 до 
105 °C. Способность разрушать водоросли при более низких 
температурах уменьшает количество энергии, необходимой 
для обработки клеток водорослей и снижает или предотвра-
щает их термическое разложение. Например, 1-этил-3-
метилимидазолия ацетат, 1-этил-3-метилимидазолия хлорид, 
хлорид 1-бутил-3-метилимидазолия, хлорид 1-гексил-3-
метилимидазолия и 1-гексил-3-метилимидазолия йодид пол-
ностью лизируют клетки суспензии Chlorella vulgaris, имею-
щую концентрацию ниже, чем 20% (масс.) в течение 60 минут 
при внесении в соотношении 20 : 1 (об.) ионной жидкости к 
навеске микроводорослей. 

В патенте [77] описывается процесс выделения липидов из 
биомассы водорослей для производства биотоплива, который 
состоит из двух этапов: 1) разрушение клеток водорослей;  
2) выделение липидов из разрушенных клеток. Разрушение 
клеток осуществлялось с помощью ультразвукового устройст-
ва, которое использует низкие энергетические звуковые волны, 
имеющие максимальную частоту 2 МГц.  

Fajardo и другие [78] изучали кинетику экстракции липи-
дов из биомассы клеток микроводорослей. Во время 24-часо-
вой экстракции большинство липидов извлекалось в течение 
первых 8 ч (60…70% всех экстрагируемых липидов). Сделан 
вывод, что увеличение времени экстракции более чем на 12 ч, 
не улучшает общий выход липидов.  
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Важными факторами при экстракции липидов из биомас-
сы микроводрослей являются: соотношение органического 
растворителя (мл) и высушенной биомассы (г) микроводорос-
лей R. Cоответствующее значение R для каждого штамма мик-
роводорослей варьируется в зависимости от содержания липи-
дов и внутреннего взаимодействия растворителя и клетки. 
Важно найти оптимальное значение R для конкретного штамма 
микроводоросли. При этом выявлена следующая тенденция: 
при увеличении соотношения R наблюдается чрезмерное по-
требление органического растворителя, в то время как его 
снижение приводит к повышенным энергозатратам при извле-
чении экстрагента и неполной экстракции. Температура экс-
тракции также сильно влияет на выход липидов. Увеличение 
температуры от 30 до 60 °С приводит к повышению скорости 
экстракции липидов из тканей животных [4]. Однако рост тем-
пературы после 70 °С приводит к окислительной деградации 
термолабильных компонентов, что приводит к снижению вы-
хода липидов.  

Brian McConnell и другие [79] исследовали возможность 
замены гексана, как экстрагента, на гептан, который менее 
опасен, а также определяли кинетику процесса экстракции ли-
пидов гексаном и гептаном при разных R. Установлено, что 
при R = 5 : 1 максимальный выход липидов для гексана равен 
2,75% (масс.), для гептана – 1,8% (масс.). При R = 30:1 макси-
мальный выход липидов для гексана равен 3,90% (масс.), для 
гептана – 2,61% (масс.). Сделан вывод, что для конкретной R 
экстракция гептаном быстрее, но при экстракции гексаном 
достигается больший  выход липидов. 

 
4.2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ  

ПРОЦЕССА ЭКСТРАКЦИИ ЛИПИДОВ ИЗ БИОМАССЫ 
 

При осуществлении экспериментальных исследований 
была использована биомасса Chlorella vulgaris, которая выра-
щивалась в фотобиореакторе объемом 2 л с использованием 
среды Тамийя OPTIMUM при температуре 30 °С, уровне осве-
щенности 14 клк в течение 8 суток до достижения стационар-
ной стадии роста, затем создавались стрессовые условия куль-
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тивирования (дефицит азотсодержащих веществ) в течение  
6–7 суток [61]. Концентрирование биомассы до влажности 
95…98% осуществлялось с помощью центрифуги при скорости 
вращения 3000 об./мин в течение 5 минут. Разрушение клеточ-
ных стенок в экспериментах осуществлялось с помощью сле-
дующих способов обработки:  

1) смесью ферментов Целлолюкс А – Протосубтилин г3х в 
соотношении 12 мг/мл – 4 мг/мл и выдержки 10 минут при 
температуре 55 °С;  

2) раствором амоксициллина концентрацией 0,5% (масс.);  
3) СВЧ-излучением (мощность 700 Вт, частота 280 МГц, 

время обработки 30 с);  
4) вихревым слоем ферромагнитных частиц (m = 3,85 г)  

в электромагнитном поле (АВС), время обработки 15 с, величи-
на магнитной индукции вращающегося электромагнитного по-
ля – 0,13 Тл, скорость вращения поля – 30 с–1, магнитный мо-
мент 8,635·10–5 А⋅м2, момент инерции 0,28⋅10–8 кг⋅м2, напря-
женность магнитного поля 398,01 А/м, размеры ферромагнит-
ных частиц l = 12 мм, d = 1 мм [87, 89];  

5) «осмотическим шоком» (добавлением к пасте 15% 
(масс.) раствора хлорида натрия или сахарозы, а затем, через 
24 часа разбавлением биомассы с хлоридом натрия или сахаро-
зой в 20 раз дистиллированной водой). 

Определение количества целых клеток до и после воздей-
ствия осуществлялось путем прямого подсчета в камере Горяе-
ва. Количество клеток утративших жизнеспособность, но со-
хранивших форму проводилось путем добавления к биомассе 
красителя метиленового синего и прямого подсчета окрашен-
ных клеток с помощью камеры Горяева. Количество разру-
шенных клеток находилось как разность количества клеток до 
и после воздействия. 

Экстракция липидов из биомассы микроводорослей с по-
врежденными клеточными стенками осуществлялась в емко-
сти с магнитной мешалкой (скорость перемешивания  
400 об/мин), с помощью мацерации в колбе объемом 250 мл и 
в аппарате Сокслета. 
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Отгонка растворителя осуществлялась с помощью ротаци-
онного испарителя ИР-1М3 при температуре  отгонки 85 °С и 
скорости вращения колбы 65 об/мин.  

Количественное определение извлеченных из биомассы 
липидов осуществлялось с помощью метода Цоллнера-Кирша 
для определения общих липидов [83].  

Качественное определение липидных веществ проводи-
лось с помощью метода тонкослойной хроматографии [82]. 

С целью подбора экстрагента, позволяющего извлечь 
максимальное количество внутриклеточных липидов из био-
массы микроводорослей Chlorella vulgaris проводился экспе-
римент с использованием в качестве экстрагентов неполяр-
ных растворителей (нефраса С2 (80/120), петролейного эфира) 
и полярных растворителей (этанола и изопропанола), а так- 
же смесей этанола и петролейного эфира в соотношении  
2 : 1 (об.) и 1 : 1 (об.). Результаты эксперимента представлены 
на рис. 29.  

 
 
 

 
 

Рис. 29. Зависимость выхода липидов от типа экстрагента 
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По результатам эксперимента можно сделать вывод, что 
наибольший выход липидов 14,9% от сухого вещества био-
массы наблюдается при использовании в качестве экстрагента 
смеси этанол – петролейный эфир 2 : 1 (об.). Данный результат 
можно объяснить тем, что некоторые нейтральные липиды 
находятся в цитоплазме не только в виде липидных глобул, но 
и в качестве комплексов с полярными липидами. Эти ком-
плексы тесно соединены водородными связями с белками 
клеточной мембраны. Ван-дер-Ваальсово взаимодействие, 
возникающее между неполярным органическим растворите-
лем и нейтральными липидами, которые находятся в составе 
белково-липидных комплексов, является недостаточным для 
того, чтобы разрушить взаимодействие между липидами и 
белками. С другой стороны, полярный органический раство-
ритель (такой как этанол, изопропанол и др.) способен нару-
шить липидно-белковые ассоциации путем образования водо-
родных связей с полярными липидами, находящимися в ком-
плексе. Однако, вместе с нейтральными липидами, находя-
щимися в клетках в виде глобул и входящих в состав мем-
бранно-ассоциированных комплексов, экстрагентами извле-
каются и полярные липиды (фосфолипиды и гликолипиды).  

С целью подбора соотношения экстрагента и биомассы 
для максимального извлечения внутриклеточных липидов из 
биомассы Chlorella vulgaris проведен эксперимент с разными 
соотношениями R биомассы (г) с остаточной влажностью 5% и 
смеси экстрагентов (мл) (этанол – петролейный эфир в соот-
ношении 2 : 1 (об.)).  

Результаты эксперимента представлены на рис. 30.  
По результатам эксперимента можно сделать вывод, что 

наибольший выход липидов 28% от сухого вещества биомассы 
при экстракции наблюдается при соотношении R смеси из рас-
чета 1 г биомассы на 200 мл смеси экстрагентов. Этот резуль-
тат можно объяснить тем, что большее количество экстрагента 
позволяет образовать большее количество Ван-дер-ваальсовых 
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(неполярный экстрагент) и водородных связей (полярный экст-
рагент) с полярными и неполярными липидами, образование 
большего числа комплексов липид-экстрагент позволяет из-
влечь большее количество липидов. 

С целью подбора температуры экстракции, позволяющей 
извлечь максимальное количество липидов из биомассы Chlo-
rella vulgaris, проведен эксперимент по экстракции липидов  
смесью этанол – петролейный эфир в соотношении 2 : 1 (об.), со-
отношение R смеси экстрагента и биомассы 1 г : 100 мл, при тем-
пературах 25…67 °С. Результаты эксперимента представлены 
на рис. 31.  

Наибольший выход липидов 26% от сухого вещества био-
массы наблюдался при температуре экстракции 47 °С, что 
можно объяснить тем, что при повышении температуры выше 

 
Рис. 30. Зависимость выхода липидов от соотношения R 

экстрагента и биомассы 
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55 °С происходит разрушение термолабильных компонентов 
клетки, в частности, термолабильных антиоксидантов и жир-
ных кислот с относительно длинными цепями и/или высоким 
уровнем ненасыщенности. Тепловая обработка стимулирует 
активацию окислительных реакций за счет снижения содер-
жания термолабильных антиоксидантов, а также из-за образо-
вания феофитина из хлорофилла; при этом ионы магния в мо-
лекуле хлорофилла замещаются двумя молекулами водорода, 
которые поступают в цитоплазму в виде кислот клеточного 
сока из вакуолей, которые разрушаются при повышении тем-
пературы. Ионы магния и меди являются примерами сильных 
проокислителей, способствующих более быстрому окислению 
липидов, а поэтому и меньшей их стабильности.  

С целью подбора наилучшего способа разрушения клеточ-
ной стенки штаммов микроводорослей Chlorella vulgaris прово-
дился эксперимент с пастой микроводорослей влажностью 98%. 

 

 
Рис. 31. Зависимость количества липидов  

от температуры экстракции 
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Клеточная стенка у зрелой клетки Chlorella vulgaris имеет 
два слоя [84]: первый слой – трехслойная оболочка, которая 
состоит из спорополленина, второй слой состоит из маннозы и 
хитина. Наличие такой крепкой клеточной стенки позволило 
одной части клеток после воздействия разрушающего фактора 
остаться целыми (рис. 32, сектор А), другой части клеток утра-
тить жизнеспособность, но сохранить свою форму, при этом 
пропускать  вещества (экстрагент или краситель) из внешней 
среды (рис. 32, сектор В) и третья часть клеток разрушилась 
(рис. 32, сектор С). 

Результаты микроскопии по определению количества раз-
рушенных клеток, погибших клеток, но сохранивших свою 
структуру и целых клеток, представлены на рис. 33 – 39 и  
в табл. 9.  

А
С  

В  

 

 
Рис. 32. Микроскопия клеток Chlorella vulgaris  
после воздействия повреждающего фактора 
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Рис. 33. Клетки микроводоросли Chlorella vulgaris  
без разрушения: 

а – без красителя; б – с красителем 
 

 

  
 

Рис. 34. Клетки микроводоросли Chlorella vulgaris  
после разрушения при воздействии антибиотика: 

а – без красителя; б – с красителем 
 

 

  
 

Рис. 35. Клетки микроводоросли Chlorella vulgaris 
после разрушения при воздействии ферментов: 

а – без красителя; б – с красителем 
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Рис. 36. Клетки микроводоросли Chlorella vulgaris после  
разрушения с помощью СВЧ – излучения 

а – без красителя; б – с красителем 
 

  
 

Рис. 37. Клетки микроводоросли Chlorella vulgaris после 
разрушения в аппарате с вихревым слоем ферромагнитных частиц: 

а – без красителя; б – с красителем 
 

  
 

Рис. 38. Клетки микроводоросли Chlorella vulgaris  
после разрушения с помощью хлорида натрия (15%): 

а – без красителя; б – с красителем 
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Рис. 39. Клетки микроводоросли Chlorella vulgaris  
после разрушения с помощью раствора сахарозы (15%): 

а – без красителя; б – с красителем 
 
По результатам измерений наименьшее количество клеток 

осталось целыми при обработке биомассы СВЧ-излучением 
(табл. 7), поэтому можно сделать вывод, что это наиболее эффек-
тивный способ разрушения клеточных стенок Chlorella vulgaris.  

 
7. Сравнительный анализ эффективности  

способов разрушения 
 

Метод 
Целые 
клетки, 

% 

Клетки, утратившие 
жизнеспособность, 
но сохранившие  

форму, % 

Разрушенные 
клетки, % 

Антибиотик 88,6 5,4 6,0 
Ферменты 81,0 10,0 9,0 
СВЧ-излучение 7,7 43,8 48,5 
Обработка в АВС 79,0 12,0 9,0 
«Осмотический 
шок» раствор  
хлорида натрия 

76,1 17,9 6,0 

«Осмотический 
шок» раствор  
сахарозы 

85,5 9,5 5,0 
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Рис. 40. Динамика убыли нитрат-анионов в суспензии  
микроводорослей 

 
Это подтверждается дальнейшей экстракцией липидов из 

биомассы Chlorella vulgaris с клетками, разрушенными раз-
личными способами. Для данного эксперимента взята биомас-
са, выращиваемая в стрессовых условиях (дефицит азотсодер-
жащих веществ) в течение трех суток (рис. 40). 

Затем исходная биомасса с концентрацией 60 млн кл./мл 
концентрировалась с помощью центрифугирования и определя-
лось содержание сухих веществ, которое составило 3,5% (масс.). 

Полученная биомасса с содержанием сухих веществ под-
вергалась воздействию различных факторов, вызывающих де-
зинтеграцию клеточных стенок, после чего каждый вид полу-
ченной биомассы высушивался при температуре 50 °С.   

После этого к высушенной биомассе добавляли смесь экс-
трагентов: этанол-петролейный эфир 2 : 1 (об.), экстракция про-
водилась настаиванием в течение 24 часов. Через 24 часа экст-
рагент с извлеченными веществам отфильтровывался от био-
массы, полученные экстракты подвергались  анализу. На пер-
вом этапе проводился анализ по качественному определению 
липидов в экстракте с помощью метода тонкослойной хрома-
тографии (рис. 41).  
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Рис. 41. Трек экстракта из биомассы, обработанной  
СВЧ-излучением 

 
По результатам обработки трека получена хроматограмма, 

представленная на рис. 42. При анализе данной хроматограм-
мы можно выделить пик при R = 0,30…0,35, который соответ-
ствует триглицеридам. Таким образом, показано, что в экс-
тракте присутствует целевой продукт. 

 

 
 
 
 
 
 

Рис. 42. Хроматограмма экстракта из биомассы,  
обработанной СВЧ-излучением 
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8. Результаты анализа экстракта с помощью  
метода тонкослойной хроматографии 

 

Пик Фактор удерживания Rf Описание 

1 0,1 Стерины 

2 0,24 Кофермент Q 

3 0,31 Триглицериды 

4 0,47 Витамин К 

5 0,67 Метиловые эфиры жирных 
кислот 

6 0,92 Сквален 

 
При разрушении клеточных стенок с помощью СВЧ-

излучения в экстракте были обнаружены вещества, представ-
ленные в табл. 8.  

Количественное содержание в экстрактах липидов опреде-
лялось с помощью метода Цоллнера–Кирша (рис. 43).  

По результатам эксперимента можно сделать вывод, что 
наибольший выход липидов наблюдался при разрушении кле-
точных стенок с помощью СВЧ-излучения и обработке вихре-
вым слоем ферромагнитных частиц в электромагнитном поле 
(табл. 9).  

С целью исследования влияния комплексного воздействия 
(двух способов разрушения) на клеточную стенку при экстрак-
ции липидов из биомассы штамма Chlorella vulgaris влажно-
стью 90% был спланирован и осуществлен эксперимент по 
схеме, представленной в табл. 10.  

Из табл. 10 видно, что наибольший выход общих липидов 
(22,9%) наблюдался при комплексном воздействии на клеточ-
ные стенки Chlorella vulgaris 0,5% раствора антибиотика и 
СВЧ-излучения при экстракции петролейным эфиром и этано-
лом 1 : 2 (об.). 
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9. Результаты по экстракции липидов в зависимости  
от способа разрушения клеток Chlorella vulgaris 

 

Метод разрушения Выход липидов, % 

Антибиотик 10,0 

Ферменты 9,0 

СВЧ-излучение 15,0 

АВС 15,0 

«Осмотический шок» 7,0 

 
 

10. Результаты экстракции липидов при комплексном  
разрушении клеток биомассы 

 

Метод 
Chlorella vulgaris ИФР № С-111 

1 2 3 4 5 6 

«Осмотический  
шок» с NaCl 

+ + – – – – 

«Осмотический  
шок» c сахарозой

– – + + – – 

Антибиотик – – – – + + 

Обработка  
в АВС 

+ – + – + – 

СВЧ- 
излучение 

– + – + – + 

Выход  
липидов, % 

19,6 20,1 15,3 17,7 17,9 22,9 
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Для определения кинетики экстракции липидов из био-
массы микроводорослей проведен эксперимент по извлечению 
липидов с использованием смеси экстрагентов этанол-
петролейный эфир 2 : 1 (об.), R = 1 г : 200 мл в колбе объемом 
250 мл настаиванием в аппарате Сокслета и в аппарате с ме-
шалкой.  

Экстракция липидов из биомассы микроводорослей в кол-
бе объемом 250 мл настаиванием осуществлялась следующим 
образом: в колбу помещался патрон с биомассой и добавлялась 
смесь экстрагентов; каждые 30 минут проводился отбор проб 
по 3 мл; определение содержания общих липидов в экстракте 
осуществлялось по методу Цоллнера–Кирша. 

Кинетика экстракции липидов из биомассы микроводо-
рослей мацерацией представлена на рис. 43. 

Из анализа рис. 43 видно, что время экстракции, позво-
ляющее извлечь максимальное количество общих липидов со-
ставило 180 мин. Далее была изучена кинетика экстракции липи-
дов из биомассы микроводорослей в аппарате Сокслета (рис. 44). 
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Рис. 43. Кинетика экстракции липидов из биомассы  
микроводорослей мацерацией 



79 

 
а) б) в) 

Рис. 44. Экстракция в аппарате Сокслета: 
а – патрон с биомассой; б – общий вид;  
в – патрон с биомассой после экстракции 

 
Методика эксперимента заключалась в следующем: в 

экстрактор Сокслета помещался патрон с биомассой и 
добавлялась смесь экстрагентов: этанол – петролейный эфир в 
соотношении 2 : 1 (об.); каждые 30 минут проводился отбор 
проб по 3 мл; содержание общих липидов в экстракте опре-
делялось по методу Цоллнера–Кирша. Кинетика экстракции 
липидов из биомассы микроводорослей в аппарате Сокслета 
представлена на рис. 45.  

По результатам эксперимента можно сделать вывод, что 
время экстракции, позволяющее извлечь максимальное коли-
чество общих липидов, составило 150 мин. 

На следующем этапе эксперимента определялась кине- 
тика экстракции липидов из биомассы микроводорослей  
в экстракторе с мешалкой. Для эксперимента взято 60 мл сус-
пензии штамма Chlorella vulgaris влажностью 98,8%. 
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Рис. 45. Кинетика экстракции липидов из биомассы  
в аппарате Сокслета 

 
Биомассу обрабатывали в СВЧ-генераторе (280 МГц, τ = 30 с,  

tнач = 23,5 °С, tкон = 42 °С). Для экстракции использовалась смесь 
экстрагентов этанол и петролейный эфир (2 : 1 (об.)), R = 280 : 1, 
скорость перемешивания составляла 2 м/с, температура экс-
тракции 30 °С. Отбор проб производился по следующей схеме: 
первый час каждые 15 мин, затем каждые полчаса. Стандарт, 
необходимый для анализа общих липидов по методу Цоллнера–
Кирша, содержал 1 мг/мл. Кинетика экстракции липидов из 
биомассы микроводорослей в экстракторе с мешалкой пред-
ставлена на рис. 46. 

По результатам эксперимента можно сделать вывод, что 
стационарная фаза экстракции наступает приблизительно через 
150 мин. 

Обобщенные данные по всем трем видам экстракции ли-
пидов из биомассы микроводорослей представлены в табл. 11  
и на рис. 47. 

При анализе полученных результатов можно сделать вы-
вод, что экстракция с перемешиванием позволяет к 150 мин 

Время экстракции, мин 
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достичь стационарной фазы и извлечь в 2,5 раза больше липи-
дов по сравнению с экстракцией по Сокслету и в 4,8 раза 
больше липидов по сравнению с мацерацией.  
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Рис. 46. Кинетика экстракции липидов из биомассы  
микроводорослей в экстракторе с мешалкой 

 
11. Обобщенные результаты эксперимента по определению 

кинетики экстракции липидов 
 

Метод экстракции Сокслет Перемешивание Мацерация 

Влажность биомас-
сы, % 

5 98,8 5 

СВЧ-излучение – + – 
Температура, °С 40 30 26 
Скорость переме-
шивания, м/с 

– 2 – 

Выход на стацио-
нарную фазу, мин 

150 150 180 

Выход липидов, % 5 15 3 
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Рис. 47. Кинетика экстракции липидов из биомассы  

Chlorella vulgaris: 
1 – мацерация; 2 – экстракция по Сокслету;  

3 – экстракция с перемешиванием 
 
В результате всех проведенных исследований по экстрак-

ции липидов из биомассы микроводорослей установлено, что 
наибольший выход липидов наблюдается при комплексном 
воздействии на биомассу Chlorella vulgaris (с влажностью 95%) 
антибиотиком и СВЧ-излучением. При этом температура био-
массы в процессе воздействия не должна превышать 50 °С.  
Установлено, что для максимального извлечения общих липи-
дов необходимо использовать смесь полярного (этанол) и не-
полярного (петролейный эфир) экстрагентов в соотношении 
2 : 1 (об.). При этом соотношение количества сухой биомассы 
(г) к количеству смеси экстрагента (мл) должно составлять 
(1 : 100)…(1 : 200), а температура экстракции 45…50 °С. Экспе-
риментально установлено, что время экстракции, в течение ко-
торого осуществляется извлечение основной части липидов, 
составляет ≈150 мин. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 

 
В монографии обобщены и проанализированы исследова-

ния в области культивирования, осаждения клеток микроводо-
рослей из суспензии, а также экстракции внутриклеточных ли-
пидов из микроводорослевой биомассы. По результатам лите-
ратурно-патентного обзора определены основные проблемы и 
тенденции развития технологий производства липидов из био-
массы микроводорослей. 

В результате экспериментальных исследований определен 
минеральный состав питательной среды, необходимой для дос-
тижения максимальной концентрации клеток в суспензии при 
периодическом культивировании (среда Тамийя). Проведено 
сравнение влияния источников азота на культивирование 
биомассы на среде Тамийя. Проведен сравнительный анализ 
роста микроводоросли на стандартной и обедненной азотом 
средах Тамийя. Выяснено, что дефицит азота создает стрессо-
вые условия культивирования, которые необходимы для сти-
мулирования накопления липидов в клетках биомассы. По ре-
зультатам эксперимента можно сделать вывод, что стрессовые 
условия нужно создавать при достижении стационарной ста-
дии роста биомассы (примерно через 8 суток) путем смены ис-
ходной питательной среды на питательную среду с низким со-
держанием азота. Определены уравнения математической мо-
дели, описывающие динамику роста биомассы, эксперимен-
тально определены кинетические константы.  

По результатам исследования оптимизирован состав пита-
тельной среды Тамийя с получением новых соотношений ми-
неральных питательных солей – среда Тамийя OPTIMUM, на 
которой прирост биомассы на 14% выше по сравнению со 
стандартной средой Тамийя.  

Проанализированы различные способы создания стрессо-
вых условий культивирования клеток биомассы для стимули-
рования накопления неполярных внутриклеточных липидов. 
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Установлено, что для накопления липидов в биомассе на 7–8 
день по достижении стационарной стадии роста, необходимо 
создавать стрессовые условия путем снижения содержания 
азота ниже 100 мг/л в питательной среде, что позволит нако-
пить до 32% липидов от сухого вещества клетки. 

Проведены экспериментальные исследования по опреде-
лению способа концентрирования биомассы с помощью ис-
пользования химических реактивов, флокулянтов и центрифу-
гирования. По результатам экспериментов сделан вывод, что 
использование химических реактивов и флокулянтов резко 
ухудшает качество биомассы из-за гибели клеток и изменения 
их биохимического состава. Использование центрифугирова-
ния при 3000 об./мин в течение 5 – 7 минут позволяет почти 
полностью (99,8%) осадить клетки биомассы с сохранением их 
жизнеспособности. 

В результате подбора наилучших условий экстракции вы-
яснено, что экстракцию внутриклеточных липидов из биомас-
сы Chlorella vulgaris следует проводить смесью полярного и 
неполярного экстрагентов: этанол-петролейный эфир, взятых в 
соотношении 2 : 1 (об.), температура экстракции должна быть в 
пределах 45…50 °С, а соотношение количества сухой биомас-
сы (г) к количеству смеси экстрагента (мл) должно составлять 
(1 : 100)…(1 : 200). Экспериментально установлено, что время 
экстракции, в течение которого осуществляется извлечение 
основной части липидов, составляет ≈150 мин. 

Осуществлена сравнительная оценка эффективности спо-
собов разрушения клеточных стенок микроводорослей с по-
мощью СВЧ-излучения, «осмотического шока» (растворы 
хлорида натрия, сахарозы), вихревого слоя ферромагнитных 
частиц, ферментных препаратов (Целлюлюкс А и Протосуб-
тилин г3х), антибиотика (Амоксициллин). По результатам 
данного эксперимента сделан вывод, что при воздействии 
СВЧ-излучения (мощность 700 Вт, частота 280 МГц) через  
30 секунд обработки в биомассе 7,7% целых клеток, 43,8% 
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клеток, утративших жизнеспособность, но сохранивших фор-
му и 48,5% разрушенных клеток. При этом важно, чтобы тем-
пература суспензии не поднималась выше 55 °С, для того 
чтобы не допустить разрушение термолабильных компонен-
тов клетки. 

Проведенные исследования по определению наилучшего 
способа разрушения клеточных стенок позволили сделать вы-
вод, что наибольший выход липидов наблюдался при разруше-
нии клеточных стенок с помощью СВЧ-излучения и обработке 
вихревым слоем ферромагнитных частиц в электромагнитном 
поле 15%. При комплексном разрушении клеток (сочетание 
двух способов) выяснено, что наибольший выход общих липи-
дов (22,9%) наблюдался при комплексном воздействии на кле-
точные стенки Chlorella vulgaris 0,5% раствора антибиотика и 
СВЧ-излучения. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 
 

 
П1. Результаты эксперимента по влиянию химических  

веществ на коагуляцию клеток биомассы 
 

Вещество Масса  
коагулянта, г 0 мин Сутки S, % 

Контроль – 0,772 0,708 8 
FeSO4 0,001 0,772 0,497 36 
FeSO4 0,004 0,772 0,825 – 
FeSO4 0,006 0,772 0,639 17 
FeSO4 0,009 0,772 1,096 – 
Контроль – 0,772 0,708 8 
CuSO4 0,011 0,772 0,682 12 
CuSO4 0,019 0,772 1,148 – 
CuSO4 0,024 0,772 0,870 – 
CuSO4 0,028 0,772 1,05 – 
Контроль – 0,772 0,708 8 
MgSO4 0,002 0,772 0,752 3 
MgSO4 0,005 0,772 0,560 27 
MgSO4 0,006 0,772 0,635 18 
MgSO4 0,008 0,772 0,456 41 
Контроль – 0,772 0,708 8 
ZnSO4 0,004 0,772 0,524 32 
ZnSO4 0,006 0,772 0,585 24 
ZnSO4 0,007 0,772 0,94 – 
ZnSO4 0,009 0,772 0,395 49 
Контроль – 0,278 0,157 43 
Al2O3 0,001 0,278 0,108 61 
Al2O3 0,003 0,278 0,115 58 
Al2O3 0,006 0,278 0,116 60 
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Продолжение табл. П1 
 

Вещество Масса  
коагулянта, г 0 мин Сутки S, % 

Al2O3 0,009 0,278 0,082 71 
Контроль – 0,278 0,157 43 
Al(OH)3 0,001 0,278 0,075 73 
Al(OH)3 0,003 0,278 0,078 72 
Al(OH)3 0,006 0,278 0,084 70 
Al(OH)3 0,009 0,278 0,095 66 
Контроль – 0,278 0,157 43 
K3[Fe(CN)6] 0,001 0,278 0,086 69 
K3[Fe(CN)6] 0,003 0,278 0,067 76 
K3[Fe(CN)6] 0,006 0,278 0,06 78 
K3[Fe(CN)6] 0,009 0,278 0,067 76 
Контроль – 0,278 0,157 43 
KAl(SO4)2·12H2O 0,001 0,278 0,089 68 
KAl(SO4)2·12H2O 0,003 0,278 0,1 64 
KAl(SO4)2·12H2O 0,006 0,278 0,077 72 
KAl(SO4)2·12H2O 0,009 0,278 0,149 46 
Контроль – 0,278 0,157 43 
K3[Co(NO2)6] 0,001 0,278 0,154 45 
K3[Co(NO2)6] 0,003 0,278 0,176 37 
K3[Co(NO2)6] 0,006 0,278 0,138 50 
K3[Co(NO2)6] 0,009 0,278 0,254 9 
Контроль – 0,278 0,157 43 
Flopam FO 4550 SH 0,001 0,278 0,046 83 
Flopam FO 4550 SH 0,003 0,278 0,038 86 
Flopam FO 4550 SH 0,006 0,278 0,037 87 
Flopam FO 4550 SH 0,009 0,278 0,053 81 
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