
25
 Теоретическая и прикладная экология №3, 2017

УДК 579.2

Возможные пути интенсификации массового культивирования 
цианобактерий
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На примере культивирования двух видов цианобактерий (ЦБ) Nostoc paludosum и Fischerella muscicola показано, 
что манипулируя с уровнем освещённости и составом питательной среды можно добиться существенного повышения 
выхода цианобактериальной биомассы. Переход к культивированию от люминостата с освещённостью 1000 лк  
к кульвированию в биореакторе с освещённостью 4000 лк повышает скорость размножения ЦБ в 1,8 раза для  
N. paludosum и в 3,5 раза для F. muscicola. При этом в биореакторе авторской конструкции освещение осуществляется 
разными спектрами с помощью красных, синих, зелёных и белых светодиодных лент. Режим культивирования 
данных видов ЦБ в модифицированной питательной среде Громова № 6 без азота также позволяет значительно 
повысить выход цианобактериальной биомассы. Среди приёмов, основанных на увеличении содержания макро- и 
микроэлементов, концентрации агар-агара и насыщения среды культивирования углекислым газом в виде сухого 
льда, наиболее эффективным оказался приём дополнительного снабжения фотосинтезирующих ЦБ углеродом. Это 
привело к возрастанию их темпов размножения почти в 4 раза при концентрации добавляемого углекислого газа 
25 г/л. Из двух испытуемых культур ЦБ наиболее отзывчивой на уровень освещённости оказалась F. muscicola, 
а на изменение состава питательной среды ЦБ реагировали по-разному.
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The example of cultivation of two species of cyanobacteria (CB) Nostoc paludosum and Fischerella muscicola 
showed that manipulating the level of illumination and the composition of the nutrient medium can cause a significant 
increase in the yield of cyanobacterial biomass. Transition to cultivation from a luminostate with illumination of 1000 
lux to cultivation in a bioreactor with illumination of 4000 lux raises reproduction rate of the CB by 1.8 times for N. 
paludosum and by 3.5 times for F. muscicola. At the same time, in the bioreactor of the author’s design, lighting is per-
formed by different spectra with the help of red, blue, green and white LED strips. The regime of cultivation of these CB 
species in the modified Gromov No. 6 nutrient medium without nitrogen also allows a significant increase in the yield 
of cyanobacterial biomass. Among the methods based on the increase in the content of macro- and microelements, the 
concentration of agar-agar and the saturation of the medium of carbon dioxide in the form of dry ice, the most effective 
was reception of additional supply of photosynthetic CB with carbon. Adding 25 g of carbon dioxide in the form of dry 
ice to 1 L of nutrient medium leads to an increase in their reproduction rates by almost 4 times. Of the two CB tested 
cultures, F. muscicola was the most responsive to the level of illumination, and the CB reacted differently to changes in 
the composition of the nutrient medium. 
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Бурное развитие биотехнологии постоян-
но требует включения новых эффективных 
микробов-продуцентов в производственный 
цикл для получения как микробной биомассы, 
так и широкого спектра биологически активных 
веществ. Большой интерес в этом плане пред-
ставляют цианобактерии (ЦБ), особенно их гете-
роцистные формы, обладающие способностью к 
азотфиксации. Привлекательность этой группы 
организмов в качестве биотехнологического объ-
екта обусловлена такими особенностями их раз-
вития, как биохимическое и физиологическое 
разнообразие, широкий набор экзометаболи-
тов, включающий антибиотики, ростовые веще-
ства, ферменты, витамины и т. д. [1–4]. Исполь-
зование ЦБ в биотехнологии связывают также 
со способностью отдельных штаммов аккуму-
лировать некоторые соединения, участвовать  
в деградации нефти и нефтепродуктов. ЦБ так-
же рассматриваются как перспективный ис-
точник альтернативной энергии [5]. Независи-
мость в развитии от органических форм углеро-
да и связанного азота позволяет использовать 
для их культивирования максимально простые 
минеральные среды. Опыт массового культиви-
рования ЦБ, достаточно давно существующий  
в странах Юго-Восточной Азии, постепенно вне-
дряется и в России [6].

Серия исследований, проводимых на 
кафедре биологии растений, селекции и се-
меноводства, микробиологии Вятской ГСХА 
в течение многих лет, показала, что различные 
альгологически чистые культуры ЦБ, выде-
ленные из почв Кировской области, обладают 
антагонистическими, ростстимулирующими, 
биотестовыми, биосорбционныими и биоре-
медиационными способностями [7–11].

В перспективе возможно создание био-
препарата многофункционального действия 
на основе данной группы фотосинтезирую-
щих микроорганизмов. Однако, чтобы обе-
спечить получение необходимого количества 
ЦБ, требуется совершенствование методов 
их массового культивирования, особенно в 
осенне-зимний период, когда популяции ЦБ 
переходят в состояние глубокого покоя и ве-
гетируют очень слабо. 

Цель данной работы – поиск путей ин-
тенсификации массового культивирова-
ния ЦБ путём регуляции режима освещения  
и изменения состава питательной среды.

Материалы и методы

Для проведения опытов были выбраны  
2 штамма нитчатых гетероцистных форм ЦБ 

из коллекции фототрофных микроорганизмов 
кафедры: Nostoc paludosum № 18 и Fischerella 
muscicola № 300. 

В первой серии опытов проводили срав-
нение интенсивности роста данных ЦБ при 
различных режимах освещения. Для этого их 
культивировали в жидкой питательной среде 
Громова № 6 без азота при освещении 1000 
люкс (в люминостате) и 4000 люкс (в биоре-
акторе) в течение 5 недель. Биореактор ав-
торской конструкции представляет собой зер-
кальный параллелепипед размерами 600 х 400 
х 500 мм (отражающей стороной внутрь) со 
светодиодными лентами (красной, синей, зе-
леной и белой) [12]. Продолжительность осве-
щения – 12 часов. Первоначальный объём 
цианобактериального инокулята для каждой 
культуры был одинаковым. В процессе роста 
ЦБ, как обычно, формируют плёночные раз-
растания. Поэтому при снятии опыта для ко-
личественного учёта популяций ЦБ биоплён-
ки в течение двух минут разбивали на гомо-
генизаторе. В дальнейшем определение титра 
культур проводили в камере Горяева в 6-крат-
ной повторности.

Во второй серии опытов проводили ма-
нипуляции с составом пительной среды. В 
контрольном варианте для выращивания ЦБ 
использовалась жидкая питательная среда 
Громова № 6 без азота следующего состава: 
СаСl

2 
– 0,15 г, MgSO

4 
• 7H

2
O – 0,2 г, К

2
НРО

4
 – 

0,2 г, NaHCO
3
 – 0,2 г. Раствор микроэлемен-

тов – 1 мл. Дистиллированная вода –1 л. Мо-
дификацию питательной среды проводили в 
нескольких направлениях: путём увеличения 
концентрации макро- и микроэлементов, до-
бавлением различного количества агар-агара 
в стандартную среду Громова, а также насы-
щением питательной среды углекислым газом.

Во всех вариантах первоначальный объём 
цианобактериального инокулята, вносимого  
в культуральную смесь, был 1 мл с титром кле-
ток 3,75 • 108. Продолжительность культиви-
рования составляла 5 и 8 недель.

При снятии опыта для количественного 
учёта клеток ЦБ биоплёнки, как и в первой 
серии опытов, в течение двух минут разбивали 
на гомогенизаторе. Определение титра гомо-
генизированных культур проводили в камере 
Горяева в 6-кратной повторности. 

Результаты и обсуждение

Влияние интенсивности освещения на 
рост цианобактерий. Количественный учёт 
численности клеток ЦБ при культивиро-
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Таблица 1
Влияние интенсивности освещения на скорость роста цианобактерий

Вид цианобактерий
Численность клеток, • 108/мл

1000 люкс (люминостат) 4000 люкс (биореактор)
Nostoc paludosum 2,7±0,5 4,8±1,1
Fischerella muscicola 4,9±0,9 17,2±2,8

Рис. 1. Влияние концентрации макроэлементов питательной среды на интенсивность размножения 
цианобактерий при 5-недельном культивировании

вании в люминостате и биореакторе пока-
зал, что увеличение интенсивности освеще-
ния существенно стимулирует скорость роста 
как N. paludosum, так и F. muscicola (табл. 1). 
Численность клеток ностока увеличилась  
в 1,6 раза, фишереллы – в 3,5 раза. Морфоло-
гический анализ состояния популяций пока-
зал, что все клетки имеют практически одина-
ковый размер и интенсивность окраски, что 
свидетельствует о нахождении культур в экс-
поненциальной фазе. 

Таким образом, увеличение интенсивно-
сти освещения и разнообразие спектров осве-
щения, которые осуществляются в биореак-
торе, приводит к интенсификации роста био-
массы ЦБ, при этом наиболее ярко выражен-
ный эффект проявляется у F. muscicola. Вы-
явленные особенности вегетации ЦБ позво-
ляют получать достаточное количество циа-
нобактериального инокулята для проведения 
различных опытов, а в перспективе – основу 
для создания биопрепаратов, применяемых  
в поздне-осенний и зимний периоды, кото-
рые, как правило, являются «глухой» порой 
для размножения ЦБ.

Влияние концентрации макроэлементов 
на рост цианобактерий. В состав питатель-

ной среды Громова № 6 без азота входят такие 
макроэлементы, как кальций, калий, магний и 
фосфор. Отсутствие азота в среде обусловлено 
тем, что оба вида исследуемых ЦБ являются 
азотфиксаторами, используя для своего роста 
и развития молекулярный азот, превращение 
которого в аминокислоты и белки происходит 
в особых клетках – гетероцистах. В ходе про-
водимого опыта состав питательной среды ме-
няли таким образом, что концентрация данных 
макроэлементов была увеличена в 1,5; 2; 4; 5 и 
10 раз. При снятии опыта через 5 недель было 
установлено, что в контрольном варианте тем-
пы роста N. paludosum были выше, чем у F. mus�. mus�mus�
cicola (рис. 1). Эта же тенденция опережающего 
роста ностока сохранялась и во всех вариантах. 

При 8-недельном культивировании воз-
растание численности клеток N. paludosum в 
1,8–2,0 раза отмечено в варианте с повыше-
нием концентрации макроэлементов в 1,5–2,0 
раза. Для F. muscicola подобное повышение 
концентрации фактически не сказывается на 
интенсивности размножения. Для обоих ви-
дов ЦБ дальнейшее насыщение питательной 
среды макроэлементами (4–5–10-кратные 
дозы) не эффективно и приводит к снижению 
численности клеток (рис. 2).
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Рис. 2. Влияние концентрации макроэлементов питательной среды на интенсивность размножения 
цианобактерий при 8-недельном культивировании

Таким образом, повышение концентрации 
макроэлементов в 1,5–2,0 раза приводит к 
существенной интенсификации роста попу-
ляции N. paludosum также в 1,5–2,0 раза, но 
практически не сказывается на интенсивности 
роста F. muscicola.

Влияние концентрации микроэлементов 
на рост цианобактерий. Как правило, микро-
элементы добавляются в питательную среду 
при выращивании микроорганизмов в виде 
катионов неорганических солей. Чаще всего 
нет необходимости специально вносить их в 
среду, так как большинство микроэлементов 
являются примесью солей макроэлементов или 
попадают в среду с частицами пыли, из сте-
клянной посуды или в составе водопроводной 
воды. Однако для жизнедеятельности ЦБ, как и 
для большинства азотфиксаторов, необходимо 
определённое количество микроэлементов.

Так, в состав среды Громова входят сле-
дующие соли, содержащие микроэлементы: 
ZnSO

4 
• 7H

2
O – 0,005 г; MnSO

4 
• 7H

2
O – 0,45 г; 

CuSO
4 

• 5H
2
O –0,0197 г; H

3
BO

3
 – 0,41 г; 

(NH
4
)

2
MoO

4 
• 4H

2
O – 0,25 г; FeSO

4 
• 7H

2
O – 2,

375 г; CaCl
2
 – 0,3 г; Co(NO

3
)

2 
• 6H

2
O – 0,02 г; 

ЭДТА – 2,5 г на 1 л дистиллированной воды.
Влияние возрастающих доз микроэлемен-

тов на интенсивность роста изучаемых видов 
ЦБ изучали в опыте с повышением их концен-
трации от 1,5 до 10 раз (рис. 3–4). Отзывчи-
востью на внесение микроэлементов обладают 
и N. paludosum, и F. muscicola при обоих сро-
ках культивирования в диапазоне концентра-
ций от 2-кратного до 10-кратного увеличения, 
по сравнению с контролем. Результаты опыта 

показывают, что рациональнее всего для обо-
их видов ЦБ использовать 2-кратное увеличе-
ние концентрации микроэлементов при 8-не-
дельном культивировании, что даёт увеличе-
ние численности популяций ЦБ практически  
в 2,5 раза. 

Влияние концентрации агар�агара на 
рост цианобактерий. Агар-агар – полисаха-
рид, который в микробиологической практике 
используется для получения плотных пита-
тельных сред в концентрациях от 1,5 до 3%, 
полужидких от 0,3 до 0,7%. Выпускаемые для 
агрономической практики микробные био-
препараты в качестве наполнителей содержат 
различные вещества, но очень редко агар-агар. 
Исключением является препарат «Ризоверм», 
разработанный на кафедре биологии растений, 
селекции и семеноводства, микробиологии 
Вятской ГСХА [13]. Созданный препарат на 
основе клубеньковых бактерий отличается от 
существующих на рынке полужидкой конси-
стенцией, которая позволяет его расфасовы-
вать в удобные пластиковые контейнеры, он 
легко разводится водой и наносится на семена. 
Подобная идея положена в основу создания 
биопрепарата на основе ЦБ. Вследствие этого 
проведены опыты, определяющие эффектив-
ность роста ЦБ при концентрациях агар-агара 
от 0,025 до 2,5% (рис. 5, 8).

Максимальная численность клеток N. palu�
dosum и F. muscicola зарегистрирована при 
8-недельном культивировании с концентра-
цией агар-агара 0,05%.

Проведение данных опытов показало, 
что при выращивании в жидкой питательной 
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рис. переделаю

Рис. 3. Влияние концентрации микроэлементов на интенсивность размножения цианобактерий
при 5-недельном культивировании

Рис. 4. Влияние концентрации микроэлементов питательной среды на интенсивность размножения 
при 8-недельном культивировании

Рис. 5. Влияние концентрации агар-агара на интенсивность размножения 
при 5-недельном культивировании
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Рис. 6. Модель нити цианобактерий Рис. 7. Модель колонии цианобактерий

Рис. 8. Влияние концентрации агар-агара на интенсивность размножения цианобактерий
 при 8-недельном культивировании

Рис. 9. Влияние сухого льда на интенсивность размножения 
при 5-недельном культивировании
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среде ЦБ образуют плёночные разрастания в 
основном на стенках колб, после отделения 
биоплёнок и их гомогенизации появляются 
отдельные нити (рис. 6).

При выращивании на полужидких пи-
тательных средах ЦБ образуют колонии в 
виде шаров, которые, в свою очередь, состоят 
из накрученных самих на себя цепочек ЦБ 
(рис. 7). 

Использование полужидкой питательной 
среды с концентрацией агар-агара 0,05% ока-
залось наиболее благоприятным для культи-
вирования ЦБ. Эта концентрация агар-агара 
позволяет ЦБ образовывать колонии в виде 
шариков с удвоением численности клеток ЦБ, 
по сравнению с контролем, при 5-недельной 
экспозиции (рис. 5). 

По итогам 8 недель наибольший прирост 
даёт вариант с 0,05% агара. Колонии представ-
ляют собой плотно скрученные комки ЦБ, ко-
торые практически не разбиваются при гомо-
генизации. Для того, чтобы их разбить, прихо-
дилось увеличивать время гомогенизации до 
20 минут. Разница между контролем и данным 
вариантом составила 2,5 раза для F. muscicola 
и 2,6 раза для N. paludosum (рис. 8).

Влияние концентрации углекислого газа на 
рост цианобактерий. При интенсивном выра-
щивании ЦБ остро стоит проблема углеродного 
обмена. При классическом способе культиви-
рования углекислый газ поглощается питатель-
ной средой из воздуха, но при интенсификации 
процессов этот способ не эффективен. Раство-
рение сухого льда в питательной среде реша-

ет эту проблему. Растворяясь, сухой лёд, ча-
стично переходит в растворенный углекислый 
газ, частично в угольную кислоту и частично  
в карбонаты и гидрокарбонаты. В серии опы-
тов было показано, что насыщение питатель-
ной среды диоксидом углерода в концентрации 
25 г/л приводит к стремительному увеличению 
численности обеих популяций ЦБ.

По итогам 5 недель культивирования в 
этом варианте наблюдалось увеличение чис-
ленности клеток в 2,9 раз для F. muscicola и 
в 3 раза для N. paludosum (рис. 9). Колонии 
ЦБ представляли собой шары из скрученных 
нитей ЦБ диаметром 1,5–2 см, которые легко 
разбиваются на отдельные нити.

По итогам 8 недель культивирования са-
мым результативным также оказался вариант 
с растворением 25 г сухого льда. Он превос-
ходит контроль в 3,8 раза. При растворении  
50 г и более количество клеток увеличивает-
ся не столь значительно. А при растворении  
500 г происходит угнетение развития ЦБ  
(рис. 10). Вероятнее всего это связанно с по-
вышением кислотности питательной среды  
в результате образования из диоксида углеро-
да угольной кислоты, при диссоциации кото-
рой образуется ионы Н+.

Таким образом, результаты проведённых 
исследований показывают, что среди путей  
совершенствования массового культивирова-
ния ЦБ, помимо повышения уровня освещён-
ности, большое значение имеет оптимизация 
состава стандартной питательной среды Гро-
мова № 6. Наиболее эффективные варианты  
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Рис. 10. Влияние сухого льда на интенсивность размножения цианобактерий
при 8-недельном культивировании
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Таблица 2
Прирост численности клеток в результате оптимизации условий 
культивирования цианобактерий по сравнению с контролем (%)

Показатель

Время культивирования 

5 недель 8 недель

Fischerella 
muscicola

Nostoc 
 paludosum

Fischerella 
muscicola

Nostoc 
paludosum

Концентрация макроэлементов (разы по отношению к контролю)

1,5 124,5 127,8 153,3 185,9

2,0 126,1 166,2 126,1 196,4

Концентрация микроэлементов (разы по отношению к контролю)

1,5 133,0 120,0 161,3 163,6

2,0 199,5 180,0 242,0 245,4

4,0 209,5 189,0 254,1 257,7

5,0 211,5 203,2 266,6 277,1

10,0 220,1 219,5 267,0 299,4

Концентрация агар-агара (%)

0,025 133,0 120,0 153,5 163,6

0,05 199,5 180,0 245,5 261,8

0,1 219,5 207,0 212,7 210,0

0,25 138,3 100,8  109,6 94,4

0,5 200,3 72,0 200,3 85,0

Концентрация СО
2
 (сухой лед, г/л)

10 150 160,0 150,0 160,0

25 285,0 304,0 375,0 368,0

50 170 170,0 227,2 217,0

100 161,5 161,1 107,7 161,1

250 71,0 68,9 127,1 116,9

Примечание: жирным шрифтом выделены максимальные значения.

с концентрациями применяемых веществ от-
ражены в таблице 2.

Выводы

В процессе массового культивирования 
ЦБ большое значение имеет уровень осве-
щённости. Переход от выращивания ЦБ  
в люминостате при освещённости 1000 лк к 
биореактору при освещённости 4000 лк при-
водит к возрастанию темпов размножения  
у N. paludosum почти в 2 раза, а у F. muscicola 
в 3,5 раза.

Манипуляции с изменением концентра-
ции макро- и микроэлементов в составе стан-
дартной питательной среды Громова № 6 без 
азота показали, что оптимальным для выра-
щивания ЦБ является увеличение концен-
трации макроэлементов в 1,5 раза, а микроэ-
лементов в 2 раза. 
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К стимуляции размножения испытуемых 
видов ЦБ приводит переход в процессе куль-
тивирования от плотной питательной среды  
к полужидкой с концентрацией агар-агара на 
уровне 0,05%.

Из всех испытанных приёмов модифика-
ции среды культивирования наибольший эф-
фект получен от её насыщения углекислотой. 
При концентрации СО2 в виде сухого льда, рав-
ной 25 г/л, интенсивность размножения ЦБ 
при 8-недельном культивировании возрастает 
почти в 3,8 раза, по сравнению с контролем. 

Таким образом, изменяя уровень освещён-
ности, концентрацию макро-, микроэлементов 
и агар-агара, а также дополнительно насыщая 
питательную среду углекислым газом в виде 
сухого льда, можно добиться существенного 
увеличения выхода цианобактериальной био-
массы, необходимой для создания биопрепа-
ратов полифункционального действия.
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