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Большинство задач биотехнологии сво-
дится к получению метаболитов или цель-
ной биомассы, которые находят применение 
в фармацевтической и пищевой промышлен-
ности, в решении проблем мониторинга и за-
щиты окружающей среды.  

Представители рода Dunaliella относятся 
к классу зеленых водорослей. Они содержат 
большое количество каротиноидов [1, 2], ви-
таминов, протеинов и ненасыщенных жир-
ных кислот [3–5]. Показано, что b-каротин 
Dunaliella в несколько раз эффективнее по-
давляет рост некоторых видов опухолей по 
сравнению с каротиноидами других расте-
ний  [4]. 

Ныне ведутся работы по получению био-
топлива из микроводорослей, поскольку 
некоторые их виды способны накапливать 
до 50% и более липидов [5, 6] и быть проду-
центами водорода [7]. В настоящее время в 
мире ежегодно реализуется большой объем 
продукции, полученной из микроводорос-
лей [8].

Однако при культивировании микроводо-
рослей возникает проблема низкого выхода 
биомассы и нестабильности ее состава [8–9]. 
Это объясняется процессом адаптации, что 
проявляется в виде гетерогенности состава 
[10–11]. В связи с этим, имитируя «легкий 

стресс» в процессе культивирования микро-
водорослей или других клеточных культур, 
можно, с одной стороны, «синхронизиро-
вать» качественный и количественный со-
став получаемой биомассы, а с другой — ре-
гулировать ее состав. В качестве индуктора 
такого «легкого стресса» для микроводорос-
лей может выступать этанол [12–13].  

В работе исследовали влияние последова-
тельных многократных добавлений этанолов 
разной концентрации (0,3 и 0,5%) на интен-
сивность роста, морфологию и состав био-
массы клеток Dunaliella viridis (содержание 
экзополисахаридов, нуклеиновых кислот, 
протеина, липидов, каротиноидов) в услови-
ях  квазинепрерывного культивирования.

Материалы и методы

Культивирование микроводорослей Du­
na liella viridis

В экспериментах использовали альгологи-
чески чистую культуру одноклеточных зеле-
ных микроводорослей D. viridis Teodor. var. 
viridis f. euchlora, штамм IBASU-A N29 (из 
коллекции культур водорослей Института бо-
таники НАН Украины, Киев).  

Микроводоросли культивировали в сре-
де Артари в условиях круглосуточного ос-
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Исследовали влияние этанола (конечная концентрация 0,3 и 0,5%) на выход биомассы, ее состав 
(содержание нуклеиновых кислот, протеинов, липидов, хлорофиллов a и b, b-каротина и экзо поли-
сахаридов) и морфологию клеток Dunaliella viridis в режиме квазинепрерывного культивирования. 
Обнаружено, что добавление в среду культивирования этанола до конечной концентрации 0,3% 
увеличивало выход биомассы в 2 раза по сравнению с квазинепрерывным культивированием без 
этанола и в 2,5 раза по сравнению с накопительным культивированием. Повышение концентрации 
этанола в среде до 0,5% уменьшало выход биомассы Dunaliella viridis по сравнению с концентрацией 
0,3%. Этанол увеличивал выход экзополисахаридов в среде, изменял морфологию и подвижность 
клеток Dunaliella viridis.
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вещения (4 клк) при температуре 26–28 °С. 
Начальная плотность клеток для культур 
D. viridis составляла 1,3 млн кл/мл. Куль-
тивирование проводили в горизон тальных 
плоскопараллельных реакторах (9×39×27 см, 
объем клеточной суспензии — 1,5 л, толщина 
культурального слоя — 1,5 см), без дополни-
тельного барботирования, но ежедневно ме-
ханически перемешивали суспензию клеток 
(1 раз в сутки в течение 5–10 мин). Сразу после 
механического перемешивания клеточной 
суспензии отбирали аликвоты для определе-
ния концентрации клеток, содержания хло-
рофиллов и экзополисахаридов (ЭПС) в среде. 

Режимы культивирования. Накопи­
тельное культивирование (НК)

Микроводоросли культивировали без от-
бора биомассы и добавления свежих порций 
культуральной среды до выхода на стацио-
нарный уровень.

Квазинепрерывное культивирование (КНК) 
В этом режиме, начиная с 14-х сут, в се-

редине экспоненциальной фазы роста, ре-
гулярно (каждые 7 сут) отбирали 50% кле-
точной суспензии и вносили такой же объем 
свежей среды Артари.

Квазинепрерывное культивирование с 
регулярным добавлением этанола до конеч­
ной концентрации 0,3% (КНК 0,3) и 0,5% 
(КНК 0,5) 

В этих режимах, начиная с 14-х сут куль-
тивирования, регулярно (каждые 7 сут) от-
бирали 50% клеточной суспензии D. viridis, 
добавляли такой же объем свежей среды 
Артари и этанол до конечной концентрации 
0,3% или 0,5% соответственно.

Для определения содержания хлорофил-
лов (а + b), нейтральных липидов и b-ка ро-
ти на клетки осаждали центрифугированием 
при 3 000 g, 20 мин. Осадок дважды промы-
вали средой Артари для удаления экзоме-
таболитов. Содержание хлорофиллов (a + b) 
определяли как описано в [15]. 

Нейтральные липиды и b-каротин разде-
ляли методом тонкослойной хроматографии 
в системе гексан : диэтиловый эфир (4:1, 
v/v). Содержание нейтральных липидов 
устанавливали, как описано в [16]. Содер-
жание b-каротина определяли на спектрофо-
тометре СФ-46 (ЛОМО, Россия) и выражали 
в мкг/млн клеток, ДНК и РНК — по методу 
[17], в мкг/млн кл. Осадки после гидролиза 
нуклеиновых кислот растворяли в 1 N NaOH 
и определяли протеин по методу Лоури [18], 
содержание выражали в мкг/млн кл.

Из культуральных фильтратов, кото-
рые получали после осаждения клеток при 
12 000 g, 15 мин, выделяли ЭПС по методу 

[19] . Осадки ЭПС растворяли в 50 мМ ЭДТА 
и определяли углеводы фенольным методом 
[20]. Содержание ЭПС выражали в мкг глю-
козы/мл среды. 

Статистическая обработка
Эксперименты были проведены трое-

кратно в 3–4 биологических экспериментах 
для каждой экспериментальной точки. До-
стоверность различий устанавливали не-
параметрическим методом по U-критерию 
Манна-Уитни [21], стандартные ошибки 
средних — по методу [22].

Результаты и обсуждение 

Влияние этанола на на выход биомассы 
D. viridis при квазинепрерывном культиви­
ровании

В течение 56 сут квазинепрерывного 
культивирования D. viridis с одного реакто-
ра получали 3 г сухой биомассы. Удельная 
продуктивность (УП) при этом составила 
0,5 г/л (табл. 1). В том случае, когда в куль-
туру вносили этанол до конечной концен-
трации 0,3%, выход сухой биомассы соста-
вил 6,2 г с реактора при УП 1 г/л (табл. 1). 
Увеличение концентрации этанола в среде 
культивирования до 0,5% уменьшало выход 
биомассы и УП. Следует отметить, что, если 
культура росла все 56 сут в накопительном 
режиме, и сбор биомассы осуществлялся не 
каждые 7 сут, как в случае КНК, а один раз 
на 56-е сут роста, то выход сухой биомассы 
составлял только 2,5 г с одного реактора при 
удельной продуктивности 1,6 г/л.

Следовательно, добавление в сре ду куль-
ти вирования эта но ла до конечной кон цен-
тра  ции 0,3% увеличивало выход биомассы 
при квазинепрерывном культивировании и 
удельную продуктивность в 2 раза. При этом 
выявлена дозовая зависимость, т. е. дальней-
шее увеличение концентрации этанола до 
0,5% повышало эти показатели в меньшей 
степени по сравнению с концентрацией 0,3%.

Таблица 1. Выход сухой биомассы 
микроводорослей D. viridis  
и удельная продуктивность  

при разных режимах культивирования

Режим
культиви-
рования

Б/м,
г/реактор

Удельная 
продуктивность, 

г/л
КНК 3,08±0,33 0,51±0,08

КНК 0,3 6,28±0,65* 1,05±0,14*

КНК 0,5 5,69±0,64* 0,95±0,13*

Примечание. * — Р < 0,05 между КНК и КНК 0,3  
и КНК 0,5 при культивировании в течение 56 сут.
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Поскольку этанол вносили в культуру 
многократно, каждые 7 сут, представляло 
интерес оценить динамику выхода биомассы.

Было обнаружено, что, если начиная  
с 14 сут (середина экспоненциальной фазы 
роста культуры в условиях реактора) при 
6 млн. клеток/мл отбирать 50% культуры, 
то за последующие 7 сут восстанавливалось 
исходное количество клеток (рис. 1). Такой 
цикл восстановления популяции клеток 
сохранялся на протяжении 56 сут культи-
вирования, хотя и наблюдалась некоторая 
тенденция к постепенному уменьшению ко-
личества клеток (рис. 1).

В том случае, если в культуру при каж-
дом последующем отборе биомассы вместе со 
средой культивирования вносили этанол до 
конечной концентрации 0,3%, количество 
клеток увеличивалось после первого добав-
ления на 2 млн/мл по сравнению с контролем, 
а после второго добавления — до 16 млн/мл, 
что соответствовало их количеству при нако-
пительном культивировании (рис. 1). Одна-
ко после 5-го и 6-го добавления этанола ко-
личество клеток не восстанавливалось (рис. 
1). Практически такой же временной эффект 
влияния этанола сохранялся и после внесе-
ния в среду культивирования 0,5% этано-
ла, однако количественно он был выражен  
в меньшей степени (рис. 1).

Поскольку интенсивность роста микро-
водорослей в значительной степени зависит 
от фотосинтетической активности, на следу-
ющем этапе определяли динамику содержа-
ния хлорофиллов а и b.

Влияние этанола на содержание хлоро­
филлов а и b в режиме квазинепрерывного 
культивирования

Содержание хлорофиллов а и b в клетках 
D. viridis при культивировании в накопи-
тельном режиме увеличивалось до выхода 

на стационарную фазу роста и в дальнейшем 
незначительно снижалось (рис. 2).

В случае КНК содержание хлорофиллов 
после первых 3 сут 50%-го отбора биомассы 
клеток уменьшалось и далее оставалось до-
стоверно ниже накопительного уровня (рис. 
2). Этот показатель совпадает с относительно 
низкой интенсивностью роста D. viridis при 
КНК. 

Добавление этанола в среду культиви-
рования при КНК сопровождалось увеличе-
нием содержания хлорофиллов в клетках 
D. viridis после первого добавления по срав-
нению с КНК без этанола, но в дальнейшем 
после 3 и особенно 4 добавлений уменьша-
лось и было значительно ниже их содержа-
ния по сравнению с КНК без этанола (рис. 2).

Влияние этанола на динамику содержа­
ния экзополисахаридов D. viridis в условиях 
КНК

В процессе жизнедеятельности клетки 
микроводорослей выделяют в среду разно-
образные экзометаболиты, среди которых 
важ ное место занимают полисахариды. Бы-
ло обнаружено, что за время культивирова-
ния  D. viridis в режиме КНК за 56 сут можно 
получить 35 мг полисахаридов с реактора с 
удельным выходом 6,5 мг/л (табл. 2). Если 
культивирование осуществлялось с много-
кратным последовательным добавлением 
этанола до концентрации 0,3%, выход ЭПС 
был в 2,6 раза, а УП в 2,4 раза больше (табл. 2).

Добавление в среду большей концентра-
ции (0,5%) сопровождалось увеличением 
содержания ЭПС в культуральной среде в 3,  
а УП — в 2,7 раза (табл. 2). Полученные  
результаты позволяют заключить, что эта-
нол влияет на экскреторную активность 
клеток D. viridis, и это в какой-то мере мо-
жет отражать изменение всего состава био-
массы.

Рис. 1. Количество клеток D. viridis при: накопительном культивировании (1), квазинепрерывном (2), 
квазинепрерывном после многократных последовательных добавлений этанола (указано стрелками) до 

конечной концентрации этанола 0,3 (3) и 0,5% (4).
Здесь и далее: * — Р < 0,05 между накопи тель ным и квазинепрерывным культивированием
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Влияние этанола на состав биомассы D. 
viridis на 56­е сут квазинепрерывного куль­
тивирования

Состав биомассы D. viridis определяли на 
56-е сут культивирования. Было обнаруже-
но, что состав биомассы, полученной в при-
сутствии этанола, отличался по соотношению 
основных метаболитов (нуклеиновых кислот, 
протеинов, липидов и пигментов) по сравне-
нию с контролем. При этом он был разным в 
зависимости от концентрации этанола (рис. 3).

Так, содержание ДНК в биомассе, по-
лученной при культивировании с 0,3%-м 
этанолом, было увеличено в 2,2 раза, а при 
0,5%-м — в 2,7 раза.

В такой же степени было увеличено и со-
держание РНК (рис. 3).

Содержание протеина не изменялось по 
сравнению с контролем при концентрации 

этанола 0,3% и было увеличено в 2 раза при 
концентрации 0,5% (рис. 3). Содержание 
эфиров стероидов увеличивалось в 2 раза 
только при концентрации этанола 0,5%. 
В то же время содержание ТГ возрастало при 
меньшей концентрации в 2 раза (рис. 3).

Различные изменения исследуемых по-
казателей при разных концентрациях эта-
нола в среде культивирования может указы-
вать на различие в пороге чувствительности 
протеинового, липидного и нуклеинового 
обмена у Dunaliella.

Содержание b-каротина в присутствии 
этанола существенно уменьшалось. Если 
в контрольной культуре при квазинепрерыв-
ном культивировании его содержание со-
ставляло 8,3 ± 1,2 мкг/108 клеток D. viri dis, то 
в присутствии 0,3%-го этанола уменьша лось 
в 2,1 раза, а при конечной концентрации 0,5% 
он не выявлялся в клетках D. viridis (рис. 3).

Следовательно, присутствие этанола в сре-
де куль ти вирования сопровождается не толь-
ко изменением скорости накопления биомас-
сы D. viridis, но и составом биомассы (рис. 3).

Морфология клеток D. viridis при раз­
ных режимах культивирования

Влияние многократного добавления эта-
нола на интенсивность роста, состав биомас-
сы, активность экскреции ЭПС свидетель-
ствует о том, что этанол индуцирует глубо-
кие перестройки метаболизма микроводо-
рослей. Необходимо было определить воз-
можную взаимосвязь этих метаболических 
изменений с морфологией клеток.

Ранее нами было высказано предположе-
ние о том, что кооперативные перестройки 
эпигенотипа могут происходить не линей-
но, а дискретными структурно-морфологи-
ческими изменениями на уровне структу-

Рис. 2. Содержание хлорофиллов (a +b )  
в клетках D. viridis в различных условиях 

культивирования:
1 — накопительное культивирование; 2 — КНК; 

3 — КНК 0,3; 4 — КНК 0,5. 

4
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Таблица 2. Суммарный выход ЭПС  
(мг глюкозы/реактор) и УЭ ЭПС (мг глюкозы/л) 

в культуре микроводорослей D. viridis  
при различных режимах культивирования

РК
Выход ЭПС,
мг глюкозы/

реактор

УЭ ЭПС, 
мг глюкозы/л

КНК 1 35,0±5,3 6,5±1,1

КНК 0,3 94,2±17,5* 15,7±3,0*

КНК 0,5 104,1±16,4* 17,8±2,6*

Рис. 3. Состав биомассы D. viridis на 56-е сут 
роста при различных режимах накопительного 

культивирования:
ТАГ — триацилглицериды;  

Эст — эфиры стероидов

ТАГ

Эст

b-каротин

Протеин

РНК ДНК
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рообразующих компонентов клетки (мем-
бранный цитоскелет, соединительная ткань 
и др.)  [23].

Известно, что в лабораторной культуре 
и в природных биотопах для клеточной по-
пуляции D. viridis характерна высокая мор-
фологическая гетерогенность: клетки раз-
личаются по размерам и форме (соотноше-
ние большого и малого диаметра) [24]. Кро-
ме того, морфологические классы D. viridis 
характеризуются различной двигательной 
активностью, что может отражать разли-
чия в интенсивности метаболизма и, в част-
ности, синтеза АТР.

В условиях квазинепрерывного культи-
вирования на 56-е сут роста клетки по форме 
и размерам были достаточно разнообразны. 
Если представить их как морфологические 
классы относительно диаметров d1/d2 и 
S, то таких основных можно выделить 6–8 
(рис. 4). В том случае, если культуры росли 
на среде с этанолом, то на 56-е сут они были 
представлены двумя основными классами по 
площади и все были округлыми и неподвиж-
ными (d1/d2 = 1). Такие морфологические 
перестройки клеток D. viridis не зависели от 
концентрации этанола в среде (рис. 4).

Следовательно, на поздних этапах КНК  
после 6-го добавления этанола, когда числен-
ность клеток микроводорослей резко снижа-
лась,  формировалась специфическая струк-
тура популяции микроводорослей — 95% 
клеток были неподвижны  и имели округ-
лую форму. Характерной особенностью био-
массы микроводорослей на этом этапе куль-
тивирования (56-е сут) было высокое содер-
жание ДНК и РНК, низкое — b-каротина 
и увеличенное — протеина.

Полученные результаты показали, что 
этанол может быть использован как неспе-
цифический регулятор пролиферативной и 
метаболической активности D. viridis. Био-

логический эффект этанола зависит не толь-
ко от конечной концентрации в среде куль-
тивирования, но и от схемы его добавления.

Механизм действия этанола на расти-
тельные клетки практически не исследован. 
Однако его действие на метаболизм живот-
ных клеток изучено. У них  этанол увели-
чивал интенсивность синтеза ДНК на 38%, 
в клетках регенерирующей печени индуци-
ровал синтез мРНК, кодирующей уникаль-
ный протеин с м. м. 47 кДа [25].

Хроническое введение этанола приводи-
ло к уменьшению содержания глутатиона 
в митохондриях и увеличивало продукцию 
свободных радикалов [26]. Известно, что он 
оказывает выраженное действие на метабо-
лизм липидов [27]. 

Учитывая данные нашей работы, можно 
предположить, что этанол проявляет поли-
функциональное действие на метаболизм не 
только животных, но и растительных кле-
ток. Можно выделить несколько стадий или 
этапов его дозовременных эффектов. На пер-
вой стадии биологического действия, после 
первого добавления в относительно неболь-
шой концентрации, он используется как до-
полнительный источник углерода, что вы-
ражается во включении 14С-этанола в состав 
ДНК, РНК, протеинов и других молекул [13]. 
В то же время он может специфически сти-
мулировать ряд метаболических процессов, в 
частности увеличивать содержание хлорофил-
ла, протеинов и других соединений. Это прояв-
лялось в усилении пролиферации клеток (ко-
личество клеток увеличивалось до 16 млн/мл  
по сравнению с 8–10 в контроле). На второй 
стадии действия после 3–4 последовательных 
добавлений этанол проявлял стабилизирую-
щий эффект поддержания исследуемых пока-
зателей на относительно постоянном уровне.

На третьей стадии, после 5–6 последо-
вательных добавлений наблюдается его  

Рис. 4. Распределение морфологических классов в клеточной популяции микроводорослей D. viridis в 
различных условиях культивирования на 56-е сут:

А — квазинепрерывное культивирование; 
Б —  квазинепрерывное культивирование с добав ле нием этанола до конечной концентрации 0,3%;
В —  квазинепрерывное культивирование с добав лением этанола до конечной концентрации 0,5%

А ВБ
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токсический эффект: ингибируется интен-
сивность пролиферации, уменьшается содер-
жание хлорофилла и особенно каротиноидов. 
Клетки теряют подвижность и округляются. 
Эта реакция может индуцировать половое 
размножение D. viridis. Временной характер 
проявления стадий биологического действия 
зависит от конечной концентрации этанола. 

Таким образом, полученные результаты по-
казали, что внесение в среду культивирования 
D. viridis этанола до конечной концентрации 
0,3% увеличивало выход биомассы D. viridis 
в 2 раза. Однако после многократных последо-
вательных добавлений продуктивность умень-
шалась, а после 5–6, с семидневным интерва-
лом, культура погибала; присутствие этанола 

в среде культивирования приводит к измене-
нию состава биомассы Dunaliella: увеличению 
содержания ДНК, РНК и триацилглицеридов 
и уменьшению или полной потере b-каротина. 
Изменение состава биомассы микроводорос-
лей зависит от концентрации этанола в среде; 
добавление его до конечной концентрации 0,3 
и 0,5% сопровождалось увеличением интен-
сивности экскреции полисахаридов, потерей 
подвижности клеток Dunaliella и изменением 
их формы на округлые. При многократных до-
бавлениях этанола возможно существование 
нескольких стадий его биологического дей-
ствия: стимуляции, адаптации и гибели. Ско-
рость их прохождения зависит от конечной 
концентрации этанола.
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ВПЛИВ ЕТАНОЛУ НА СКЛАД ТА ВИХІД 
БІОМАСИ Dunaliella viridis Teodor.   

ЗА КВАЗІНЕПЕРЕРВНОГО 
КУЛЬТИВУВАННЯ

А. І. Божков
Н. Г. Мензянова

Є. І. Сисенко

НДІ біології Харківського національного  
університету імені В. Н. Каразіна, Україна

E­mail: bozhkov@univer.kharkov.ua

Досліджували вплив етанолу (кінцева кон-
центрація 0,3 і 0,5 %) на вихід біомаси, її склад 
(вміст нуклеїнових кислот, протеїнів, ліпідів, 
хлорофілів a і b, b-каротину і екзополісахари-
дів) та морфологію клітин Dunaliella viridis  
у режимі квазінеперервного культивування. 
Виявлено, що додавання до середовища куль-
тивування етанолу до кінцевої концентрації 
0,3 %  збільшувало вихід у 2 рази порівняно 
з ква зінеперервним культивуванням без ета-
нолу і в 2,5 раза порівняно з накопичувальним 
культивуванням. Збільшення концентрації 
етанолу в середовищі до 0,5 % зменшувало ви-
хід біомаси Dunaliella viridis порівняно з кон-
центрацією 0,3 %. Етанол збільшував вихід ек-
зополісахаридів у середовищі та змінював мор-
фологію і рухливість клітин Dunaliella viridis.

Ключові слова: біомаса D. viridis, вплив етило-
вого етанолу, квазінеперервне культивування.

INFLUENCE OF ETHANOL  
ON COMPOSITION AND OUTPUT  

OF BIOMASS OF Dunaliella viridis Teodor. 
IN QUASI-CONTINUOUS CULTIVATION

A. I. Bozhkov
N. G. Menzyanova

E. I. Sysenko

Research Institute of Biology of Karazin 
Kharkiv National University, Ukraine 

E­mail: bozhkov@univer.kharkov.ua

The effect of ethanol (final concentration is 
0.3 and 0.5%) on biomass yield and composition 
(content of nucleic acids, proteins, lipids, and 
chlorophyll a and b, b-carotene, and exopolysac-
charides) and morphology of the cells Dunaliella 
viridis in a quasi-mode of cultivation was investi-
gated. It has been found that addition of ethanol 
in the culture medium to a final concentration of 
0.3% increased output 2-fold compared with the 
quasi-continuous cultivation without alcohol and 
2.5 times compared with a cumulative cultiva-
tion. Increasing the concentration of ethanol in 
the medium to 0.5% reduced the biomass yield 
of Dunaliella viridis compared with 0.3% alcohol 
concentration. Ethanol increased the output exo-
polysaccharides into culture medium and changed 
morphology and Dunaliella viridis motility.

Key words: D. viridis biomass, quasi-continuous 
cultivation, effect of ethanol. 


