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Микроводоросли как продуценты уникальных 
ценных биологически активных веществ (БАВ) за-
нимают важное место в современной биотехноло-
гии. На их основе разработано множество биотех-
нологий для использования в медицине, в пище-
вой и косметической промышленности, сельском 
хозяйстве и т. д. [1]. Немалую роль микроводоросли 
играют в технологиях очистки сточных вод и реа-
билитации водоемов [2]. Их используют в техно-
логии утилизации СО2, а также как сырье для био-
топлива [3]. Особое место занимают микроводо-
росли в космических исследованиях для создания 
замкнутых экосистем, включающих человека [4]. 
Широкое их применение обусловлено чрезвычай-
ной пластичностью метаболизма и видовым раз-
нообразием, что дает практически неисчерпаемый 
источник продуцентов БАВ для разработки новых 
биотехнологий.

В  настоящее время среди многих продуцен-
тов биологически активных веществ большое 
внимание уделяется диатомовым водорослям 
(Bacillariophyta) [5, 6].

Диатомомеи – одна из самых разнообразных 
в мире групп водорослей, насчитывающая не менее 
100000 видов. Это одноклеточные водоросли, живу-
щие одиночно или образующие разнообразные ко-
лонии. Отличительной особенностью диатомовых 
водорослей является наличие кремнистого пан-
циря. Диатомовые вовлечены в биогеохимические 
циклы. Они широко распространены, а по образу 
жизни их разделяют на группы планктонных, бен-
тосных и бенто-планктонных организмов. [7]. Рас-
пространение диатомовых, разнообразие условий 
обитания и стратегий выживания, вероятно, мож-
но объяснить их исключительной способностью 
к адаптации. Это делает их привлекательными для 
использования в разработке новых биотехнологий.

В  настоящее время среди многих продуцен-
тов биологически активных веществ особый ин-
терес представляют бентосные и бентопланктон-
ные морские виды диатомовых водорослей. Мно-
гие из них способны активно расти и развиваться 
при пониженной освещенности и температуре [5]. 
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бентосные и  бентопланктонные виды способ-
ны выживать на больших глубинах (20 м и более), 
поглощая излучение в области 440–500 нм [5, 8]. 
В ходе эволюции они приобрели способность эф-
фективно утилизировать световую энергию и СО2 
[8, 9], а  также содержат высокие концентрации 
липидов (40–50% от сухой массы) и жирных кис-
лот (ЖК) (40% от сухой массы) [10]. Способность 
диатомовых к биосинтезу в больших количествах 
таких активных соединений как пигменты (в част-
ности, Fx), ПНЖК (в частности, эйкозопентаено-
вая и арахидоновые кислоты), органические сое-
динения, включающие микроэлементы, стиролы, 
оксилипины и пр. [6, 11, 12] создают предпосылки 
для поиска новых видов-продуцентов среди них. 
Кроме этого, естественная способность бентос-
ных и бентопланктонных фототрофов оседать на 
дно позволяет достаточно просто осуществлять 
сбор урожая. Это в значительной мере упрощает 
процесс и удешевляет технологию производства 
их биомассы в промышленных масштабах, что яв-
ляется привлекательным моментом при разработке 
новых технологий [5, 13].

Однако, несмотря на усилия многих лабора-
торий мира, примеров успешного использования 
диатомовых водорослей в биотехнологии немного, 
а биотехнологии получения плотных интенсивных 
культур и промышленные производства на их ос-
нове по-прежнему развиты слабо [14]. Современ-
ные промышленные технологии преимуществен-
но основаны на планктонных видах, а технологии 
на основе бентосных и бентопланктонных видов 
практически отсутствуют. Отчасти это связано 
с тем, что клетки с удельной плотностью больше 
единицы оседают на дно, в результате чего возни-
кают трудности перемешивания больших объемом 
культуры. Кроме того, это связано с отсутствием 
высокопродуктивных штаммов диатомовых водо-
рослей и питательных сред для получения плотных 
культур, а также отсутствием у многих штаммов, 
выделенных в культуру, технологических характе-
ристик, удешевляющих процесс и соответствую-
щих требованиям современного производства.

При проведении скрининговых исследований 
бентосных сообществ черноморского прибрежья 
нами был обнаружен в перифитоне полимерных 
материалов и впервые описан для Черного моря 
[15] мелкоклеточный вид пеннатной, бесшовной 
диатомовой водоросли Nanofrustulum shiloi [16]. 
Вид известен как бентопланктонный космополит, 
который обладает широкой экологической пла-
стичностью: способен расти в широком диапазо-
не температур от 7 до 25оC и солености – от почти 
пресноводных до гипергалинных условий (от 1 до 
50‰) [17].

Из литературных источников известно, что 
N. shiloi характеризуется высоким содержанием ли-
пидов, которое достигает 27–28% сухой биомассы 

[18, 19, 20]. Доминирующими жирными кислотами 
в ПНЖК биомассы N. shiloi являются эйкозапента-
еновая (ЭПК) и арахидоновая (АРК) кислоты [18, 
19]. Клетки этого вида содержат уникальный для 
медицинских целей пигмент – фукоксантин (Fx) 
[21]. Результаты медико-биологических и фармако-
логических исследований свидетельствуют о высо-
кой эффективности Fx в лечении и профилактике 
онкологических заболеваний, ожирения, сахарно-
го диабета и заболеваний, связанных с нарушени-
ями иммунной и сердечно-сосудистой систем [22]. 
Кроме этого, N. shiloi содержит другие сильнейшие 
антиоксиданты – ароматические соединения: фе-
нолы и флавоноиды [20]. Следовательно, эти эко-
логические, физиологические и биохимические ха-
рактеристики вида могут свидетельствовать о пер-
спективе его использования в биотехнологии.

Цель работы – получение альгологически чи-
стой культуры диатомовой водоросли N. shiloi и по-
лучение интенсивной культуры для исследования 
химического состава биомассы и оценки биотехно-
логического потенциала.

МЕТОДИКА

Место исследования и отбор проб. Исследуемый 
вид был обнаружен в обрастании полимерных ма-
териалов в полузакрытой части Карантинной бух-
ты Черного моря, которые размещались на верти-
кальном коллекторе на глубине от 1.5 до 3 м, время 
экспозиции с 21.08.2020 по 12.11.2020 гг. [15].

Обработка проб, микроскопирование и идентифи-
кация вида. Подготовку проб для микроcкопирова-
ния диатомовой водоросли с образцов полимерных 
материалов проводили по стандартным альгологи-
ческим методикам [23]. Препараты с суспензией 
водоросли просматривали в световом микроскопе 
(СМ) C. Zeiss Axioskop 40 (“KarlZeiss”, Германия) 
при увеличении 10 × 40, а также в сканирующем 
электронном микроскопе (СЭМ) Hitachi SU3500 
(“Hitachi”, Япония). Для работы в СЭМ пробы об-
рабатывали по методике Симонсена: в суспензию 
диатомовых добавляли концентрированный рас-
твор KMnO4, в  котором выдерживали в  течение 
24 ч с последующим внесением HCl и нагревали 
смесь для очистки от солей. Затем проводили от-
мывку проб от кислоты путем многократного цен-
трифугирования в дистиллированной воде с удале-
нием супернатанта.

Выделение и получение монокультуры. Для по-
лучения смешанной накопительной культуры го-
товили смывы с образцов полимерных материалов. 
В колбы с 100 мл стерильной питательной среды 
F [24], приготовленной на морской фильтрован-
ной воде, добавляли по 10 мл смыва.. Инкубацию 
проводили стационарно при температуре 18 ± 2°C 
и естественном освещении. Через 3 дня просма-
тривали культуру под световым микроскопом для 
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определения признаков роста исследуемого вида. 
Затем попеременно использовали методы много-
кратного пересева и микроманипуляции с помо-
щью пастеровских пипеток. Метод многократного 
пересева заключался в посеве 1 мл накопительной 
культуры в чашки Петри с 15–20 мл жидкой пи-
тательной среды F [24] с  последующими много-
кратными пересевами с соблюдением стерильно-
сти. Метод микроманипуляции пастеровскими пи-
петками: осуществляли перенос отдельных клеток 
вида в каплю питательной среды на специальном 
предметном стекле под микроскопом.

Для очистки культуры от цианобактерий, про-
водили посев штрихом на плотную питательную 
среду F. Для приготовления использовали 20 г/л 
агара с добавлением 2 мл гентамицина на литр пи-
тательной среды (концекнтрация 0.2%), с последу-
ющим пересевом отдельной колонии в жидкую пи-
тательную среду. Альгологически чистую культуру 
наращивали в колбах при комнатной температуре 

(24°C) и естественном освещении. Альгологически 
чистую культуру зарегистрировали во внутренней 
коллекции отдела аквакультуры и морской фарма-
кологии ФИЦ ИНБЮМ в июне 2021 г. под номе-
ром и индексом: IBSS № DIA-N.sh.-KarBay.

Интенсивное культивирование. Эксперимент про-
водили с альгологически чистой культурой. Иноку-
лят объемом 200 мл (10% от рабочего объема куль-
туры), адаптированной к условиям эксперимента 
культуры перенесли в плоскопараллельный фото-
биореактор (рис. 1), затем добавляли питательную 
среду 5F, состав которой соответствовал среде F, но 
с увеличенной в 5 раз концентрацией компонен-
тов (5F). Рабочий объем суспензии составлял 2 л 
слоем высотой 5 см. Культуру выращивали в на-
копительном режиме при постоянной температу-
ре 20 ± 1○С, которая поддерживалась посредством 
кондиционирования воздуха. Одностороннее кру-
глосуточное освещение фотобиореактора осущест-
вляли белыми лампами PILA LF36W/54-765-2450 
lm (Philips, Польша). Средняя облученность рабо-
чей поверхности фотобиореактора составляла 170 
мкмоль квантов м/с (33 Втм2).В процессе выращи-
вания культуру барботировали воздухом (1.1 л воз-
духа на 1 л культуры в мин) посредством компрес-
сорной установки. Для увеличения растворимости 
атмосферного СО2 в культуральной среде исполь-
зовали насадку-диспергатор. Плотность культуры 
в начале накопительного культивирования состав-
ляла 0.1 г сухого вещества на 1 л.

Плотность культуры определяли ежедневно пря-
мым взвешиванием сырой массы N. shiloi в поли-
пропиленовых пробирках на аналитических весах 
с погрешностью 0.1 мг, после осаждения клеток 
центрифугированием (1600 g в течение 5 мин, при 
20°C). Для пересчета полученных данных на су-
хую массу использовали экспериментально полу-
ченный коэффициент связи между сухой и сырой 
массой (k = 0.13). По данным изменения плотности 
культуры рассчитывали удельную скорость роста 
в экспоненциальной фазе и продуктивность в ли-
нейной фазе роста, аппроксимируя данные мето-
дом наименьших квадратов:

	 B (t) = B0 × e µ ⋅t,	 (1)

где B0 – плотность культуры в начальный момент 
времени, г/л; µ – максимальная удельная скорость 
роста, 1/сут; t – время культивирования, сут.

	 B (t) = BL + P ⋅ t,	 (2)

где BL – плотность культуры в начале линейного ро-
ста, г/л; P – максимальная продуктивность, г/(л сут).

Биохимический состав биомассы определяли 
в момент максимальной и минимальной продук-
тивности культуры (на 3 и 6 сут).

Fx и  ПНЖК в  биомассе определили на 6 сут 
эксперимента. Массовую долю белка в биомассе 

Рис. 1. Лабораторная установка для интенсивного 
культивирования диатомовой водоросли N. shiloi.
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водорослей определяли по методу Лоури. В  ка-
честве стандарта для построения калибровочной 
кривой использовали кристаллический человече-
ский сывороточный альбумин. Для определения 
белка отбирали аликвоту (1 мл) из суспензии с из-
вестной концентрацией клеток и центрифугирова-
ли в течении 5 мин при 1600 g. Надосадочную жид-
кость удаляли, сырую массу водорослей промыва-
ли 5 мл дистиллированной воды. Гидролиз белков 
проводили на водяной бане при 100°C в 1 н щелочи 
в течение 10 мин.

Массовую долю суммарных липидов определя-
ли фосфованилиновым методом. Для построения 
калибровочной кривой использовали стандартный 
раствор оливкового масла в хлороформе [25].

Отбирали аликвоту (10 мл) суспензии с извест-
ной концентрацией клеток и центрифугировали 
в  течении 5 мин при 1600 g. Надосадочную жид-
кость удаляли. Из сырой массы водорослей экстра-
гировали липиды смесью Фолча, используя меха-
нический гомогенизатор с кварцевым песком. Экс-
тракцию проводили дважды. Первую экстракцию 
проводили 5 мл смеси хлороформ : метанол в соот-
ношении 1 : 1. Последующую экстракцию проводи-
ли 5 мл смеси хлороформ: метанол 2 : 1. Экстракты 
объединяли и трижды промывали водой в соотно-
шении 1 : 3 для удаления нелипидных примесей. За-
тем аликвоту липидного экстракта сжигали в сер-
ной кислоте на водяной бане при 100°C в течение 
20 мин. После добавления фосфованилинового ре-
актива и развития окраски определяли оптическую 
плотность проб при длине волны 530 нм.

Массовую долю углеводов определяли по мето-
ду Дюбуа. В качестве стандарта использовали кри-
сталлическую глюкозу. Отбирали аликвоту (1 мл) 
из суспензии с известной концентрацией клеток 
и центрифугировали в течении 5 мин при 1600 g. 
Надосадочную жидкость удаляли, сырую массу во-
дорослей дважды промывали 5 мл дистиллирован-
ной воды и добавляли 2.5 мл фенольного реагента. 
Через 10 мин добавляли 2.5 мл сернокислотного 
реагента, перемешивали и выдерживали на водя-
ной бане при 100°C в течение 5 мин. После раз-
вития окраски определяли оптическую плотность 
проб при длине волны 490 нм.

Массовую долю зольного остатка определяли 
с учетом доли воды в биомассе по разнице весов до 
и после сжигания навески в муфельной печи при 
550 °C в течение 4 ч.

Фукоксантин в биомассе определяли методом 
тонкослойной хроматографии [21]. Экстракцию Fx 
из сырой биомассы проводили 96%-ным этиловым 
спиртом до полного обесцвечивания биомассы 
с помощью механического гомогенизатора с квар-
цевым песком. Из экстракта отбирали аликвоту 
(0.1 мл) и наносили ее на хроматографические сте-
клянные пластины с закрепленным силикагелем 
толщиной слоя 0.5 мм. Разделение каротиноидов 

проводили в системе ацетон-гексан в соотношении 
3 : 7. Фракцию силикагеля, содержащую Fx триж-
ды экстрагировали этанолом до полного обесцве-
чивания, затем центрифугировали. Концентрацию 
Fx определяли по оптической плотности при длине 
волны 448 нм с последующим пересчетом на сухую 
массу водоросли по формуле:

	
Fx =

 10 ⋅ V1 ⋅ V2 ⋅ D448  
	 E ⋅V3 ⋅В	 (3),

где Fx – концентрация фукоксантина в  био-
массе, мг/г; V1 – объем объединенного элюа-
та с  пластины, мл; V2 – объем экстракта из на-
вески, мл; V3 – объем аликвоты, нанесенной на 
пластину, мл; D448 – оптическая плотность при 
длине волны 448 нм; В – навеска водоросли, г; 
Е = 1280 мл/(мг см) – коэффициент удельной эк-
стинкции для 1%-ного раствора Fx в этаноле [26].

Для идентификации Fx в качестве стандарта ис-
пользовали кристаллический Fx, охарактеризован-
ный ранее методами ВЭЖХ, масс- и ЯМР-спек-
троскопии [13].

Для определения содержания ЖК в биомассе 
на первом этапе экстрагировали липиды из сырой 
биомассы смесью Фолча. Удаляли нелипидные 
примеси дистиллированной водой. Затем прово-
дили реакцию омыления. Для этого полученную 
хлороформную фракцию, содержащую 3–5 мг сум-
марных липидов упаривали на роторном испари-
теле при 25°C, к остатку добавляли 5 мл раствора 
щёлочи в метаноле (10 мл 3 н NaOH и 90 мл 90% 
метанола). Полученную смесь нагревали до кипе-
ния метанола 64–65°C и кипятили с обратным хо-
лодильником до полного омыления в течении 2 ч. 
После остывания к раствору добавляли несколько 
капель 1%-ного спиртового раствора фенолфта-
леина и трижды проводили экстракцию гексаном 
(по  5  мл) для удаления неомыляемых примесей. 
Водно-спиртовую фазу подкисляли соляной кис-
лотой, добавляли 0.3 мл 6 н НСl, затем 3–4 раза 
проводили повторные экстракции по 5 мл. Гекса-
новую фракцию упаривали досуха на роторном ис-
парителе при температуре 30°С, к остатку для эте-
рификации ЖК добавляли 5 мл 3%-ного раствора 
хлористого водорода в метаноле. Смесь кипятили 
2 ч с обратным холодильником и после охлажде-
ния повторно трижды экстрагировали гексаном 
(по 5 мл). Гексановую фракцию фильтровали, ис-
пользуя обеззоленный фильтр. До определения 
метиловых эфиров жирных кислот (МЭЖК) гек-
сановую фракцию хранили не более 1 сут при тем-
пературе –20°С. МЭЖК определяли на газовом 
хроматографе Хроматэк Кристалл 5000.2 фирмы 

“Хроматэк” (Россия) с пламенно-ионизационным 
детектором (ПИД) и хромато-масс-спектрометри-
ческим детектором (МСД) в центре коллективно-
го пользования “Спектрометрия и хроматография” 
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(ФИЦ ИнБЮМ им. А.О. Ковалевского РАН). Раз-
деление МЭЖК проводили на капиллярной колон-
ке BPX5 фирмы “SGE Analytical Science” (Велико-
британия) длиной 60 м с внутренним диаметром 
0.25 мм с толщиной неподвижной фазы 0.25 мкм 
в температурном интервале от 40°C до 280°C в ре-
жиме программирования температуры: 1) 1 ми-
нута при 40°C; 2) подъем до 220°C со скоростью 
10°C/мин (6 мин); 3) подъем до 280°C со скоро-
стью 10°C/мин (10 мин); 4) 20 мин при 280°C, об-
щее время анализа – 45 мин. Газ-носитель – гелий, 
скорость потока – 1.5 мл/мин, ввод пробы – 1 мкл 
пробы без деления потока, температура испарите-
ля – 250°C.

Количественно состав ЖК определяли с  ис-
пользованием ПИД. В  качестве внешнего стан-
дарта использовали смесь кислот “Supelco 37 
component FAME mix” фирмы “Sigma-Aldrich” 
(США). Анализ ЖК, которые отсутствовали в стан-
дарте “Supelco 37 component FAME mix” проводили 
по хроматограмме по полному ионному току, срав-
нением полученных масс-спектров с библиотекой 
NIST 14.. Диапазон сканирования масс составлял 
50–450 m/z. В качестве внутреннего стандарта ис-
пользовали маргариновую кислоту [27].

Все измерения проводили в двух биологических 
и четырех аналитических повторностях. Статисти-
ческая достоверность результатов измерений оце-
нивали при помощи среднеквадратического откло-
нения (СКО) и стандартного t-критерия (P = 0.95). 
На рисунках и в таблицах приведены средние зна-
чения и их стандартные отклонения. Для расчета 
доверительных интервалов использовали t-крите-
рия Стьюдента с 95% вероятностью.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ проб перифитона трех видов пластика: 
полиэтилен высокого давления (HDPE); полисти-
рол (PS); полилактид (PLA), экспонированных 
в бухте Карантинная, позволил обнаружить и иден-
тифицировать мелкоклеточный вид бентоплан-
ктонной диатомовой водоросли N. shiloi (рис. 2) 
[15]. В природных условиях нами были отмечены 
только одиночные клетки N. shiloi, хотя извест-
но, что вид имеет свойство образовывать колонии 
[16, 19, 28], что было подтверждено при выделении 
в культуру. Вид относится к пенатным, безшовным, 
клетки имеют форму цилиндра. Размеры клеток 
природной популяции вида варьирует в диаметре 
от 2.7 до 3.3 мкм при высоте 1.75–2.0 мкм (рис. 2).

Лабораторное культивирование: изолирование 
черноморского штамма N. shiloi. В процессе полу-
чения монокультуры N. shiloi обнаружены следу-
ющие особенности: цепочки клеток вида были 
тесно связаны с  цианобактериями и  после не-
скольких пересевов из накопительной культуры 
стабильно получали смешанную культуру из двух 
видов: N. shiloi + Leptolyngbya sp. (рис.  3а) или 
N. shiloi + Stanieria sp. (рис. 3б).

Получить чистую культуру N. shiloi удалось пу-
тем комбинирования 3 методов: метода много-
кратного пересева, посева на поверхность ага-
ризованной питательной среды и  микроманипу-
ляции с  использованием пастеровских пипеток. 
В монокультуре все клетки схожи и объединялись 
в  цепочки (рис.  4, 5), которые легко рвутся при 
барботировании.

Морфометрическая характеристика черномор-
ского штамма в культуре. Панцирь со стороны по-
яска клетки N. shiloi прямоугольной формы (уд-
линенно-четырехугольный) высотой 2.6–3.2 мкм. 

Рис. 2. Изображение в СЭМ N. shiloi на поверхности пластиковых субстратов: а – внешний и б – внутренний вид 
створок, стрелками показано по одной апикальной поре на обеих концах осевого поля. Масштаб: 1 мкм [15].
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Рис. 3. Клетки N. shiloi в смешанных культурах с цианобактериями: Leptolyngbya sp. (а) и Stanieria sp. (б) в СМ 
(маштаб 10 мкм).

Рис. 4. Монокультура N. shiloi, створки в разных ракурсах в СЭМ: а – клетки в цепочках, масштаб: 10 мкм; б – оди-
ночная клетка, в, г – клетки соединенные попарно краевыми шипами, масштаб: 1 мкм.
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Створки округлые, плоские диаметром 2.8–3.6 мкм. 
Штрихи расположены радиально-симметрично по 
обе стороны от узкого осевого поля. Штрихи одно-
рядные, 20–25 в 10 мкм, состоящие из нескольких 
крупных эллиптических ареол 30–40 в 10 мкм, ко-
торые имеют форму от округлых до прямоугольно 
вытянутых с закругленными концами. Ареолы на 
внутренней поверхности закрыты велумом и схо-
дятся в направлении от края створки к внутрен-
ней ее части. Поверхность створки ровная или 
с выростами. Загиб створки глубокий, скошенный 
или вертикальный, с 1 или 2 ареолами под шипа-
ми. Шипы размещены краевым кольцом по краю 
створки на стыке с загибом створки. Вставочный 
ободок простой, состоящий из двух одинаковых 
сегментов и соединительного ободка чешуевидной 
формы, без ареол (рис. 4). Клетки бывают одиноч-
ными, либо соединяются в цепочки, образуя коло-
нии (рис. 4, 5). Такие морфометрические характе-
ристики сходны со штаммами из разных акваторий 
мирового океана [16, 17, 19, 28].

Отмечено, что высота клеток в пояске в усло-
виях культивирования увеличивалась в 1.5 раз по 
сравнению с клетками, обнаруженными в приро-
де, при этом диаметр практически не менялся. Это 
свидетельствует о том, что при культивировании 
вид способен наращивать биомассу не только за 
счет увеличения численности популяции, но и за 
счет увеличения размера клетки в поясковой зоне 
(высота клетки).

Культуры имели светло-коричневый цвет и осе-
дали на дно (рис. 6). Свойство культуры оседать 
на дно имеет большое значение для биотехно-
логии, поскольку облегчает сбор биомассы для 
дальнейшей экстракции полезных веществ. Стоит 

отметить, что при этом не возникало проблем с пе-
ремешиванием в  процессе барботирования, по-
скольку вид мелкоклеточный, колониальный [19].

Все клетки N. shiloi при барботаже находились 
во взвеси и оседали только при отключении при-
мешивания. Естественная особенность бентосных 
и бенто-плантконых видов оседать на дно с одной 
стороны облегчает сбора урожая, но с другой сто-
роны при увеличении объема фотобиореактора 
создает определенные трудности при перемешива-
нии культуры. Одним из решений проблемы пере-
мешивания оседающих клеток в суспензии являет-
ся применение вихревых технологий [29, 30].

Лабораторное культивирование: интенсивная 
культура. Из литературы известно, что для куль-
тивирования диатомовых водорослей традицион-
но используют питательные среды F, F/2, BG11, 
на которых максимальная биомасса достигает от 
0.38 до 0.5 г/л сухой массы [19, 20]. Питательные 
среды F и F/2 являются обедненными по многим 
биогенным элементам, а в состав среды BG11 не 
входит источник кремния, диатомеи растут за счет 
растворенного кремния в морской воде. Поскольку 
концентрация кремния в морской воде достаточно 
мала, получить интенсивную плотную культуру на 
среде BG11 многих видов диатомовых водорослей 
практически невозможно. Исключение составляют 
виды с низким содержанием кремния в биомассе, 
например, Phaeodactylum tricornutum [31].

Сравнение полученных результатов с  литера-
турными данными показало, что для увеличения 
скорости роста и накопления биомассы N. shiloi 
необходимо в питательной среде увеличивать кон-
центрацию биогенных элементов, что соответ-
ствует представлениям о субстрат зависимом росте 

Рис. 5. СМ-изображение монокультуры N. shiloi, масштаб 10 мкм.
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микроорганизмов в  культуре [32]. Поэтому для 
создания интенсивной культуры пропорциональ-
но были увеличены концентрации нитрата натрия, 
дигидрофосфата натрия и  метасиликата натрия, 
а также концентрации всех микроэлементов в пи-
тательной среде относительно стандартной среды F 
в пять раз. Накопительная кривая, полученная на 
питательной среде 5F, характеризуется отсутстви-
ем лаг- и линейной фаз роста. Экспоненциальный 
рост наблюдался с 0 по 3-й день эксперимента, за-
тем следовала фаза замедления роста с 3-го по 5-й 
день и стационарная фаза с 5‑го по 7-й день экс-
перимента (рис. 7). В эксперименте была получе-
на интенсивная культура на питательной среде 5F 
с  максимальной плотностью 1.27 г/л сухой мас-
сы, в то время как на среде F плотность достигла 
0.32 г/л. В экспоненциальной фазе роста накопи-
тельной кривой 5F максимальная удельная ско-
рость роста составила µ = 0.8 1/сут, а время удво-
ения td = ln2/µ = 0.87 сут. Максимальная продук-
тивность была достигнута на 3 сутки эксперимента 
в точке перехода из экспоненциальной фазы роста 
в фазу замедления и составила P5F = 0.46 г/л в сут-
ки. У накопительной культуры на питательной сре-
де F с 1 по 5 день эксперимента наблюдался линей-
ный рост, при этом максимальная продуктивность 
составила PF = 0.05 г/л в  сутки. Таким образом, 
увеличение концентрации биогенных элементов 
в среде в пять раз привело к увеличению продук-
тивности культуры в 9.2 раза.

В  сравнении с  другими видами диатомо-
вых водорослей величина продуктивности 
плотной культуры исследуемого штамма была 
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Рис. 6. Способность N. shiloi оседать на дно лабораторного стакана за 1 мин (а), за 3 ч (б).

Рис. 7. Динамика биомассы N. shiloi в интенсивной 
культуре на питательных средах F и  5F. Для нако-
пительной кривой 5F цифрами указаны фазы роста:  
1 – экспоненциальная, 2 – замедления, 3 – стаци-
онарная. Для накопительной кривой F рассчитана 
продуктивность в линейной фазе роста по уравнению 
(2) (отмечено красным) PF/2 = 0.05 г/(л сут), R2 = 0.99. 
Удельная скорость роста в экспоненциальной фазе 
для накопительной кривой 5F рассчитана по урав-
нению (1) (отмечено синим) µ = 0.8 1/сут, R2 = 0.99. 
Точками указаны средние значения, величина СКО 
для всех измерений не превышала 0.01 г/л. Стрелкой 
указан момент измерения ЖК и фукоксантина.
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близка к  продуктивности других культур мор-
ских диамтомей, например, у  Phaeodactylum 
tricornutum PMAX = 0.8 г/(л сут) [31] и Odontella aurita 
PMAX = 0.5 г/(л сут) [33]. Возможно, в наших экс-
периментах продуктивность N. shiloi не достигала 
своего предельного значения, заложенного генети-
кой вида, поэтому оптимизация условий культиви-
рования и питательной среды для N. shiloi в буду-
щем приведет к увеличению продуктивности.

В связи с тем, что в литературе отсутствуют све-
дения о биохимическом составе N. shiloi в интен-
сивной культуре для оценки биотехнологического 
потенциала данного штамма был проведен биохи-
мический анализ биомассы, полученной в разных 
фазах роста. Поскольку в  культуре наибольшая 
концентрация пигментов и жирных кислот (мг/л) 
наблюдается в начале стационарной фазы роста, 
измерение Fx и ЖК было проведено в начале ста-
ционарной фазы роста (рис. 7).

Результаты измерений представлены в табл. 1, 
из которой видно, что у  исследуемого штамма 
и в экспоненциальной, и в стационарной фазе ро-
ста доля белка достаточно высока и значительно 
превышает концентрацию белка у  других видов 
диатомовых водорослей. Например, у Cylindrotheca 
fusiformis, Navicula jeffireyi, Nitzschia closterium, 
Lauderia annulata и Skeletonema costatum концентра-
ция белка составляет от 16 до 38% от сухой массы 
[34]. По-видимому, это связано с генетическими 
особенностями исследуемого вида. Известно, что 
у микроводорослей содержание белка значительно 
снижается при лимитировании роста азотом. В пи-
тательной среде F относительное содержание азота 
достаточно велико (соотношение N : P = 12 : 1), по-
этому в нашем эксперименте существенное сниже-
ние доли белка у исследуемого штамма не наблюда-
лось. Кроме того, отсутствие лимитирования роста 
азотом привело к достаточно длительной стацио-
нарной фазе роста, что является важной техноло-
гической характеристикой штамма при культиви-
ровании в промышленных масштабах.

По данным эксперимента, в  экспоненциаль-
ной фазе роста биомасса N. shiloi характеризуется 
малым содержанием липидов (6% от сухой массы). 
При переходе культуры в стационарную фазу ро-
ста наблюдается накопление суммарных липидов 
до 20% от сухой массы, при этом концентрация 

ПНЖК достигала 37.17% от ЖК (67.39 мг/г сухой 
массы) (см. табл.  2). Это обусловлено тем, что 
в эксперименте культура характеризовалась высо-
кой скоростью роста. По литературным данным 
известно, что при высоких скоростях роста у ми-
кроводорослей наблюдалось накопление структур-
ных липидов, основную долю которых составляют 
ПНЖК. В то время как при малых скоростях роста 
наблюдается накопление запасных нейтральных 
липидов (НЖК) и  мононенасыщенные жирные 
кислоты (МНЖК) [35, 36].

Высокая концентрация липидов обусловлена 
снижением облученности на единицу биомассы 
и отсутствием азотного лимитирования. В работе 
[37] авторы показали, что низкий уровень освеще-
ния и отсутствие ограничений по азоту приводили 
к увеличению эффективности фотосинтеза у диа-
томовых водорослей и накоплению ПНЖК.

При изучении жирнокислотного состава N. shiloi 
в культуре были обнаружены насыщенные жирные 
кислоты (НЖК), МНЖК и ПНЖК, состав которых 
представлен в табл. 2. После хроматографического 
анализа были о бнаружены ЖК с длиной цепи от 14 
до 22 углеродных атомов (табл. 2).

Наиболее высокое содержание определено для 
моноеновой пальмитолеиновой (34.65% от суммы 
ЖК, 18.9 мг/г сухой массы), а также для полиеновых 
кислот ЭПК (18.49% от суммы ЖК, 47.38 мг/г сухой 
массы) и АРК (5.14% от суммы ЖК, 8.55 мг/г сухой 
массы). Концентрация докозагексаеновой (ДГК) 
кислоты составила 0.65% от суммы ЖК (2.69 мг/г 
сухой массы). Данный факт имеет большое при-
кладное значение, поскольку ЭПК и ДГК способ-
ствуют снижению уровня триглицеридов, обладают 
противовоспалительными свойствами, профилак-
тическим действием против сердечно-сосудистых 
заболеваний [38] АРК служит предшественником 
гормоноподобных веществ, известных как эйкоза-
ноиды: простагландины, тромбоксаны, лейкотри-
ены и  др. [39]. У  исследуемого штамма содержа-
ние ЭПК достаточно высоко, а ДГК сопоставимо 
с другими культурами диатомовых водорослей. На-
пример, у Chaetoceros wighamii, Thalassiosira baltica, 
P. tricornutum, T. weissflogii и C. muelleri коцентрация 
ЭПК составляла от 10 до 35 мг/г сухой массы, а ДГК 
от 1 до 4 мг/г сухой массы [36, 40].

Таблица 1. Биохимический состав диатомовой водоросли N. shiloi при накопительном культивировании

Фазы роста Липиды, 
%

Белки, 
%

Углеводы, 
%

Зола, 
%

ПНЖК,
мг/г

Фукоксантин,  
мг/г

Экспоненциальная фаза, 3 сут
Плотность культуры B = 0.83 г/л 6 ± 0.6 51 ± 1 16 ± 0.2 30 ± 0.5 – –

Стационарнаяфаза, 6 сут
Плотность культуры B =1.27 г/л 20 ± 0.6 43 ± 2 7 ± 0.4 29 ± 0.5 67.39 10 ± 0.4
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Таблица 2. Жирнокислотный состав исследуемого штамма N. shiloi в  начале стационарной фазы роста  
(6 сут)

Название ЖК Содержание от суммы ЖК,  
%

Концентрация,  
мг/г сухой массы

Другие штаммы,
% от суммы ЖК

Миристиновая (C14:0) 4.3 ± 0.06 2.23 ± 0.04 0.66–2.4
[18, 19, 20]

Пентадекановая (C15:0) 0.54 ± 0.01 0.27 ± 0.07 0.19–1.07
[18, 19, 20]

Пальмитиновая (C16:0) 18.67 ± 0.56 9.48 ± 0.34 28.26–45.47
[18, 19, 20]

Стеариновая (C18:0) 0.63 ± 0.01 0.32 ± 0.03 0.08–16.71
[18, 19, 20]

Сумма НЖК 24.14 12.3

Мононенасыщенные ЖК

Пальмитолеиновая (C16:1ω7) 34.65 ± 0.53 18.9 ± 0.53 18.03–41.57
[36–38]

Элаидиновая кислота (E) C18:1  
(ω9) 0.75 ± 0.01 0.21 ± 0.01 —

Олеиновая (C18:1ω9) 1.57±0.04 1.46±0.03 0.67–6.26
[18, 19, 20]

Сумма МЖК 36.22 20.57

Полиненасыщенные ЖК

*Гексадекатетраеновая (C16:4ω1) 1.94 ± 0.01 1.07 ± 0.01 —

*Гексадекатриеновая (C16:3ω4) 9.5 ± 0.01 5.16 ± 0.31 —

γ-линоленовая (C18:3ω6) 0.18 ± 0.01 0.23 ± 0.01 0.6–2.43
[18, 19, 20]

Стеаридониковая кислота  
(C18:4ω3) 0.8 ± 0.02 0.850 ± 0.021 —

Линолевая (C18:2ω6) 2.1 ± 0.02 1.46 ± 0.04 1.31–5.99
[18, 19, 20]

Арахидоновая (C20:4ω6) 5.14 ± 0.12 8.55 ± 0.31 9.29 [20]

Эйкозопентаеновая (C20:5ω3) 18.49 ± 0.23 47.38 ± 0.61 2.2–6.96
[18, 19, 20]

Докозагексаеновая (C22:6ω3) 0.65 ± 0.01 2.69 ± 0.03 0.47 [20]

Сумма ПНЖК 37.17 67.39 –

МНЖК + ПНЖК 73.39 87.96 –

НЖК + МНЖК + ПНЖК 97.53 100.26 –

ω6/ω3 0.4 – –

Примечание. Указаны средние значения с величиной СКО.
* Кислоты, определенные качественно при помощи МСД, количественно – при помощи ПИД с  использованием 
внутреннего стандарта.
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Основная доля насыщенных ЖК приходилась 
на пальмитиновую кислоту (9.48 мг/г сухого веса). 
В целом у исследуемого штамма преобладали МЖК 
(36.22%) и ПНЖК (37.17% от суммы ЖК) при со-
отношении ω6/ω3 равном 0.4. Данное соотноше-
ние ω6/ω3 показало, что в исследуемом штамме 
преобладали ω3 жирные кислоты. Известно, что 
продукты с низким соотношением ω6/ω3 ПНЖК 
(ω6/ω3 ≤ 1) могут использоваться в качестве про-
филактики таких заболеваний, как аритмия сердца, 
инсульт и инфаркт миокарда, а также атеросклеро-
тического изменения сосудов [39].

Доля суммы моноеновых и полиеновых кислот 
составляла 73.39% от суммы ЖК, поэтому черно-
морский штамм N. shiloi может рассматриваться 
как перспективный объект биотехнологического 
получения продуктов лечебно-профилактического 
назначения, которые исключат недостаток ПНЖК 
в рационе человека и снизят вероятность многих 
заболеваний [41].

Важно отметить, что сравнение данных по ко-
личественному составу ЖК у N. shiloi с другими 
видами диатомей в  ряде случаев достаточно за-
труднительно. Обусловлено это тем, что концен-
трации индивидуальных ЖК в публикациях обыч-
но представляются в процентах от суммы ЖК, при 
этом доля суммы ЖК от сухой массы водорослей 
не уточняется. Концентрация суммарных липи-
дов в биомассе и, следовательно, сумма ЖК в за-
висимости от фазы роста культуры изменяет-
ся в  широких пределах, поэтому для сравнения 

биотехнологического потенциала различных про-
дуцентов данные о ЖК необходимо представлять 
в процентах от сухой массы водорослей (табл. 2). 
Кроме сравнения, представление данных в  до-
лях от сухой массы позволяет оценить среднюю 
скорость накопления ценных веществ в  накопи-
тельной культуре. Например, если в  стационар-
ной фазе плотность культуры достигала Bmax – г/л 
с долей ценного вещества в биомассе X, тогда кон-
центрация ценного вещества в культуре составит 
Bmax × X г/л, а после разбавления культуры до B0 
(новый цикл накопительного культивирования) со-
ответственно B0 × X (г/л). Отсюда следует средняя 
скорость биосинтеза ценного вещества за время 
накопительного культивирования:

	 VX = (Bmax – B0) × X/(t – t0), 	 (4),

где Bmax, B0 – плотность накопительной культуры 
в момент времени t и t0 соответственно; VX – сред-
няя скорость накопления ценного вещества X за 
время накопительного культивирования.

Подставляя данные из табл.  2 в  (4) получим 
среднюю скорость накопления ЭПК равную 
Vэпк = (1.27–0.1) × 0.04738/6 = 0.009 г/(л сут). Аналогич-
но для АРК и ДГК VАРК = 0.0017 и VДГК = 0.0005 г/(л сут) 
соответственно. Сравнение скорости накопления 
ЭПК у  исследуемого штамма N. shiloi с  данны-
ми литературы показало, что у N. shiloi скорость 
накопления ЭПК превышала скорость накопле-
ния у  других фототрофных культур диатомей. 

Рис. 8. Биотехнологическая характеристика диатомовой водоросли N. shiloi.
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Например, у Cyclotella cryptica скорость накопления 
ЭПК составляла 0.004 г/(л сут), а у Odontella aurita – 
0.008г/(л сут) [42].

Активное накопление Fx у  диатомовых во-
дорослей наблюдалось в  фазе замедления роста 
и в стационарной фазе [43]. Высокая активность 
синтеза Fx была обусловлена снижением облучен-
ности внутри суспензии и снижением концентра-
ции питательных веществ в среде. Высокая актив-
ность синтеза Fx в клетках в фазе замедления роста 
и в начале стационарной фазе связана с тем, что 
низкие значения концентрации кремния и фосфо-
ра в среде способствовали формированию стрессо-
вых условий, при которых внутри клетки повыша-
ется концентрация активных форм кислорода, что 
активирует процессы биосинтеза Fx [44]. По дан-
ным эксперимента в начале стационарной фазы 
роста (6 сут) концентрация Fx в биомассе N. shiloi 
достигала 10  мг/г сухой массы. Следовательно, 
с учетом формулы (4) можно рассчитать среднюю 
скорость накопления Fx: VFX = 0.002 г/(л сут).

* * *

Получена альгологически чистая культура 
черноморского штамма диатомовой водоросли 
N.  shiloi и  описаны ее морфологические харак-
теристики. Исследованы также биохимические 
и продукционные характеристики в интенсивной 
культуре. Максимальная плотность культуры до-
стигала 1.27 г/л, продуктивность – 0.46 г/(л сут), 
удельная скорость роста 0.8 1/сут и время удвоения 
0.87 сут. Выявлено, что содержание жирных кис-
лот в биомассе исследуемого штамма достаточно 
высоко и составляло 67.39 мг/г сухой массы, при 
этом соотношение ω6/ω3 = 0.4. Концентрация эй-
козапентаеновой, арахидоновой и догозогесаено-
вой кислот составляла 18.49, 5.14 и 0.65% от суммы 
ЖК соответственно. Концентрация фукоксантина 
достигала 10 мг/г сухой массы.

Учитывая высокие концентрации ценных 
веществ и  преобладание ω3 жирных кислот 
(ω6/ω3 < 1), N. shiloi можно рассматривать как пер-
спективный объект для интенсивного культивиро-
вания и производства лечебно-профилактических 
продуктов в промышленных масштабах. Культура 
N. shiloi обладает рядом биологических и техноло-
гических характеристик (рис. 8), которые необхо-
димо исследовать для промышленного ее исполь-
зования в будущем.
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The Diatom Nanofrustulum shiloi as a Promising Species  
in Modern Biotechnology

A. A. Blagininaa, *, S. N. Zheleznovaа, b, E. S. Miroshnichenkoа, R. G. Gevorgizа, b,  
and L. I. Ryabushkoа

аKovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of Russian Academy of Sciences, Sevastopol, 299011 Russia 
bKutateladze Institute of Thermophysics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciencies,  

Novosibirsk, 630090 Russia 
*e-mail: aablaginina@gmail.com

The article presents the results of studies of intensive culture of a new species of bentoplanktonic diatom 
N. shiloi (Lee, Reimer et McEnery) Round, Hallsteinsen et Paasche 1999 for the Black Sea. The features 
of the process of isolating the species into an algologically pure culture, as well as the morphological 
and taxonomic characteristics of the strain in light and electron scanning microscopes are described in 
detail. The biochemical and production characteristics of the strain were studied, as well as the ability 
to accumulate fucoxanthin (Fx) and polyunsaturated fatty acids (PUFA) in laboratory conditions. In 
the exponential growth phase, the specific culture growth rate was µ=0.8 1/day, and the maximum 
productivity P = 0.46 g dry weight /(L day). The accumulation of PUFAs in the biomass of N. shiloi 
reached 67.39 mg/g dry weight of algae. The Fx concentration in the biomass at the beginning of the 
stationary growth phase was 10 mg/g dry weight. The fairly high rate of Fx biosynthesis in microalgae 
cells, as well as the composition of fatty acids of the Black Sea strain, make it possible to classify N. shiloi 
as a promising object in biotechnology.

Keywords: diatom Nanofrustulum shiloi, intensive cultivation, productivity, fucoxanthin, polyunsaturated fatty 
acids


