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Введение

Актуальность темы

Аквакультура является самым быстрорастущим сектором пищевой

промышленности, и начиная с 2014 года производит больше рыбы и морепродуктов,

чем рыболовство. Ожидается, что к 2030 году аквакультура будет обеспечивать 2/3

мирового потребления рыбы и морепродуктов (Fish To 2030. Prospects for Fisheries

and Aquaculture. URL: https://hdl.handle.net/10986/17579). Сохранение темпов роста

аквакультуры невозможно без устойчивого производства комбикормов, которые

используются для производства более 70 % продукции и составляют 50 % - 70 % от

ее себестоимости (Ansari, F. A. et al. 2021). На сегодняшний день основой

качественных кормов являются рыбная мука и рыбий жир, и аквакультура является

крупнейшим потребителем данных ингредиентов, занимая более 70 % рынка (Fish

To 2030. Prospects for Fisheries and Aquaculture. URL:

https://hdl.handle.net/10986/17579). При этом природные ресурсы кормовой рыбы

(сельди, анчоусов и т.д.) стремительно сокращаются ввиду чрезмерного вылова, что

создает угрозу для экологии и продовольственной безопасности, а также ведет к

удорожанию рыбной муки и рыбьего жира, особенно на фоне растущего спроса со

стороны пищевой и фармацевтической промышленности (Sarker, P. K. et al. 2023),

(FAO. 2024. The State of World Fisheries and Aquaculture 2024. URL:

https://openknowledge.fao.org/handle/20.500.14283/cd0683en). Данная ситуация

привела к тому, что в последние годы производители аквакультурных кормов стали

частично заменять рыбную муку и рыбий жир растительными ингредиентами (на

основе сои, кукурузы, рапса и тд.). Хотя данная стратегия является оправданной с

экономической точки зрения, она ведет к снижению питательной ценности кормов за

счет ряда факторов: несбалансированного аминокислотного профиля растительного

белка (бедного метионином в случае сои, и лизином в случае кукурузы), низкого

содержания незаменимых омега–3 полиненасыщенных жирных кислот, а также

наличия ряда антипитательных веществ в растительной биомассе (Sarker, P. K. et al.

2018), (Ansari, F. A. et al. 2021). Это ограничивает потенциал замещения рыбной
4



муки и рыбьего жира не только в кормах для высоко–трофических видов, таких как

форель и лосось, но и для всеядных рыб, например, тиляпии (Sarker, P. K. et al.

2018). Особенно чувствительны к снижению качества ингредиентов стартовые

корма, используемые на стадии подращивания личинок и молоди гидробионтов,

которая во многом определяет эффективность всего аквакультурного производства

(Lund, I. et al. 2018), (Samaee, S. M. et al. 2021). В связи с этим поиск альтернативных

кормовых ингредиентов, обеспечивающих высокую производительность кормов и не

эксплуатирующих природные ресурсы, является приоритетной задачей

аквакультуры.

Микроводоросли являются основой пищевой цепи природных водоемов и

служат естественным кормом для личинок и молоди огромного количества

гидробионтов (Muller‐Feuga, A. 2013). Кроме того, они являются первоисточником

незаменимых омега-3 полиненасыщенных жирных кислот в пищевой цепи, а также

сбалансированным составом белка, включающим все незаменимые аминокислоты

(Santigosa, E. et al. 2021), (Ansari, F. A. et al. 2021). В последнее время активно

развиваются технологии масштабного культивирования микроводорослей с целью

производства продуктов для пищевой, кормовой, косметической и фармацевтической

индустрии.

Использование микроводорослей обладает рядом преимуществ по сравнению

с высшими растениями: значительно более высокая скорость накопления биомассы,

широчайший спектр производимых метаболитов, отсутствие необходимости в

пахотных землях, возможность параллельной утилизации промышленных стоков, а

также широкие возможности оптимизации выхода целевого продукта путем

изменения условий культивирования (Rozenberg, J. M. et al. 2024), (Nagappan, S. et al.

2021), (Ansari, F. A. et al. 2021), (Tan, J. S. et al. 2020), (Maltsev, Y. et al. 2018),

(Mamaeva, A. et al. 2018), (Petrushkina, M. et al. 2017).

Вышеперечисленные факторы делают микроводоросли одними из наиболее

перспективных кандидатов для повышения качества аквакультурных кормов и

снижения зависимости производства от рыбной муки и рыбьего жира, а также

получения высокомаржинальных продуктов для пищевой, фармацевтической и
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косметической промышленности (омега-3 жирные кислоты, каротиноиды). В связи с

этим поиск и исследование новых высокопродуктивных штаммов микроводорослей

с потенциалом промышленного применения является актуальной задачей

современной биотехнологии микроорганизмов.

Степень разработанности

Активное биотехнологическое исследование микроводорослей началось во

второй половине XX века, когда была показана способность данных

микроорганизмов накапливать каротиноиды, а также значительные количества

липидов с потенциалом применения в качестве сырья для производства биотоплива.

Запущенная в 1978 г. в США программа, направленная на получения биотоплива из

микроводорослей, дала значительный толчок разработке систем масштабного

культивирования и переработки микроводорослей, а также технологий скрининга

штаммов и управления их метаболизмом путем изменения условий выращивания.

Хотя по итогам программы микроводоросли не смогли стать

экономически-целесообразным сырьем для производства биотоплива, ее наработки

были использованы для создания ряда производств на основе микроводорослей по

всему миру. Сегодня микроводоросли используются для получения β-каротина,

астаксантина, жирных кислот и биомассы. Биомасса микроводорослей применяется

в пищевой промышленности для производства биологически активных добавок и

белкового концентрата, а также в аквакультуре. В большинстве случаев

микроводоросли применяются в аквакультуре в качестве живого корма для

двустворчатых моллюсков и креветок, а также для обогащения зоопланктона (напр.

артемий и коловраток) ценными питательными веществами перед его

использованием для кормления личинок и молоди рыб (Lavens, P. et al. 1996),

(Muller‐Feuga, A. 2013). Их выращивание зачастую производится непосредственно

на аквакультурном производстве в небольших масштабах, с использованием

локальных штаммов и простейших технологий культивирования (Muller‐Feuga, A.

2013). В последние годы растущий спрос на рыбную муку и рыбий жир вынудил

производителей аквакультурных кормов искать новые ингредиенты для повышения
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качества продукта и снижения зависимости от добычи кормовой рыбы (Sarker, P. K.

2023). В рамках этого тренда ряд научных групп исследовали включение биомассы

микроводорослей в комбикорма для различных аквакультурно значимых видов рыб с

целью оценки потенциала замещения рыбной муки и рыбьего жира, а также влияния

таких добавок на эффективность кормления (Lu, J. et al. 2002), (Tadesse, Z. et al.

2003), (Abdel‐Tawwab, M. et al. 2009), (Sarker, P. K. et al. 2016a), (Sprague, M. et al.

2016), (Raji, I. D. et al. 2020), (An, B. N. T. et al. 2020), (Annamalai, S. N. et al. 2021),

(Ansari, F. A. et al. 2021), (Sorokin, B. A. et al. 2024).

Большинство авторов отмечает положительный эффект от добавления

микроводорослей и перспективность их применения. Одной из ключевых проблем

современной биотехнологии микроводорослей является крайне малое число

штаммов, задействованных в промышленности: из более чем 4500 лабораторно

культивируемых штаммов используется лишь несколько десятков (Sinetova, M. A. et

al., 2020). Кроме того, большинство исследований исторически сфокусировано на

морских штаммах, в то время как потенциал пресноводных (за исключением

представителей Chlorophyta) остается практически нераскрытым (Khaw, Y. S. et al.

2022). Исследование новых штаммов микроводорослей (в особенности

пресноводных) в большинстве случаев является исключительно описательным и не

доходит до стадии оптимизации и масштабирования. Наша лаборатория

сфокусирована на изучении пресноводных штаммов, а также оборудована

единственным в России реактором с гибкими панелями (Lumian AGS260), который

является одним из крупнейших фотобиореакторов в стране по рабочему объему (240

л). Это позволяет выполнять оценку масштабируемости культивирования

микроводорослей и выявлять штаммы с наибольшим потенциалом промышленного

применения.

Цели и задачи исследования

Целью настоящего исследования был поиск высокопроизводительных

пресноводных штаммов микроводорослей-продуцентов фукоксантина и

эйкозапентаеновой кислоты, способных быстро накапливать значительные
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количества данных соединений при полупромышленном культивировании в объеме

более 100 л, а также изучение их потенциала в качестве ингредиентов стартовых

аквакультурных кормов. Для достижения данной цели были поставлены следующие

задачи:

1. Провести описание и исследование состава биомассы штамма

Mallomonas furtiva SBV-13 с целью определения его потенциала в качестве

продуцента каротиноида фукоксантина;

2. Определить параметры производительности M. furtiva SBV-13 по

биомассе и фукоксантину в условиях полупромышленного культивирования в

панельном фотобиреакторе в объеме 120 л;

3. Провести описание и исследование состава биомассы штамма Vischeria

magna SBV-108 с целью определения его потенциала в качестве продуцента омега-3

эйкозапентаеновой кислоты (ЭПК);

4. Определить параметры производительности V. magna SBV-108 по

биомассе и ЭПК в условиях полупромышленного культивирования в панельном

фотобиореакторе в объеме 120 л;

5. Изготовить прототип стартового корма с включением сухой биомассы

микроводорослей M. furtiva SBV-13 и V. magna SBV-108 в различных соотношениях

и провести испытание корма на мальке красной тиляпии (Oreochromis mossambicus ×

Oreochromis niloticus);

6. Определить влияние включения биомассы M. furtiva SBV-13 и V. magna

SBV-108 на ростовые характеристики рыб и эффективность кормления.

Новизна и практическая значимость работы

Новизна работы заключается в том, что впервые были охарактеризованы и

исследованы пресноводные штаммы микроводорослей Mallomonas furtiva SBV-13 и

Vischeria magna SBV-108, и показана их способность накапливать значительные

количества фукоксантина и эйкозапентаеновой кислоты (ЭПК), соответственно, в

количествах, являющихся одними из самых высоких среди описанных в литературе.

Кроме того, впервые было исследовано влияние включения биомассы данных
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микроводорослей в стартовый аквакультурный корм на ростовые характеристики

рыб и эффективность кормления.

Штамм M. furtiva SBV-13 показал продуктивность по фукоксантину

6,1 мг/л/день при культивировании в полупромышленном реакторе объемом 120 л,

что является одной из самых высоких величин для описанных в литературе

штаммов, выращиваемых в сходных условиях, и наиболее высокой среди всех

описанных пресноводных и почвенных штаммов. Штамм V. magna SBV-108 показал

продуктивность по ЭПК 17,4 мг/л/день при культивировании в полупромышленном

реакторе объемом 120 л, что является максимальной для описанных в литературе

морских и пресноводных штаммов при фотоавтотрофном выращивании. Кроме того,

включение биомассы данного штамма в стартовый корм в количестве 10 % привело

к улучшению всех исследованных характеристик корма не менее чем на 20 %. Это

делает штаммы M. furtiva SBV-13 и V. magna SBV-108 перспективными кандидатами

для промышленного получения фукоксантина и ЭПК, а также для производства

кормовых ингредиентов для аквакультуры.

Методология и методы исследований

Экспериментальная работа выполнена с использованием классических и

современных методов: культуры клеток на жидких питательных средах с

применением лабораторных шейкеров-инкубаторов и полупромышленного

панельного фотобиореактора; молекулярной идентификации штаммов на основе

секвенирования фрагментов рДНК малой субъединицы (SSU rDNA), фрагментов

ITS1-5.8S-ITS2 рДНК, а также маркера rbcL хлоропластной ДНК; анализа

химического состава биомассы с помощью ВЭЖХ-МС а также ряда химических

методов; выращивания мальков красной тиляпии Oreochromis mossambicus ×

Oreochromis niloticus в аквариумах. Подробно методология и методы исследования

изложены в соответствующем разделе.

Положения, выносимые на защиту
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1. Пресноводные штаммы микроводорослей не уступают морским по

способности накапливать фукоксантин и эйкозапентаеновую кислоту при

фотоавтотрофном культивировании в объеме более 100 л.

2. Оригинальный штамм микроводоросли Mallomonas furtiva SBV-13,

способный накапливать 25,9 мг/г фукоксантина в сухой массе при объемной

продуктивности 6,1 мг/л/день, является перспективным продуцентом для

промышленного получения данного соединения.

3. Оригинальный штамм микроводоросли Vischeria magna SBV-108,

способный накапливать 46,1 мг/г эйкозапентаеновой кислоты при объемной

продуктивности 17,4 мг/л/день, является перспективным продуцентом для

промышленного получения данного соединения.

4. Добавление в стартовый аквакультурный корм биомассы V. magna

SBV-108 приводит к улучшению всех значимых параметров эффективности

кормления более чем на 20 %, что делает данный штамм перспективным для

применения в качестве кормового ингредиента.

Личный вклад автора

Личный вклад автора включает работу с литературными источниками;

разработку методологии проведения исследований; проведение экспериментов;

анализ и интерпретацию данных; подготовку отчетов и научных публикаций по

результатам исследований. Эксперименты по выращиванию красной тиляпии

выполнялись на базе кафедры Аквакультуры и водных биоресурсов ФГБУ ВО

Астраханского государственного технического университета (АГТУ) (г. Астрахань).

Степень достоверности и апробация результатов

Основные результаты исследований доложены на всероссийских и

международных научно-практических конференциях:

● XXVIII зимняя молодежная научная школа «Перспективные

направления физико-химической биологии и биотехнологии» (г. Москва, 08–11

февраля 2016 года);
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● Международная научно-практическая конференция «Биотехнологии в

комплексном развитии регионов» (г. Москва, 15–17 марта 2016 года);

● The 6th International Conference on Algal Biomass, Biofuels and

Bioproducts (г. Сан-Диего (США), 26–29 июня 2016 года);

● IV международная конференция для технологических

предпринимателей Startup Village 2016 (г. Москва, 02–03 июня 2016 года);

● XI молодежная школа-конференция с международным участием

«Актуальные аспекты современной микробиологии» (г. Москва, 01–02 ноября 2016

года);

● XXIX зимняя молодежная научная школа «Перспективные направления

физико-химической биологии и биотехнологии» (г. Москва, 07–10 февраля 2017

года);

● 19-я Российская агропромышленная выставка «Золотая осень» (г.

Москва, 04–07 октября 2017 года);

● XXX зимняя молодежная научная школа «Перспективные направления

физико-химической биологии и биотехнологии» (г. Москва, 12–15 февраля 2018

года);

● 4th Future Agro Challenge Global Agripreneurs Summit (г. Стамбул

(Турция), 14-17 апреля 2018);

● Международный форум «Биотехнология: состояние и перспективы

развития» (г. Москва, 23–25 мая 2018 года).
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1. Sorokin, B., Gusev, E., Namsaraev, Z., Emelianova, A., Patova, E.,
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Глава 1. Обзор литературы

1.1 Аквакультура и аквакультурные корма

Аквакультура является самым быстрорастущим сектором пищевой

промышленности, показывающим стабильный прирост производства на 8 % в год в

течение последних 30 лет. Аквакультура производит более половины всей

потребляемой рыбы, в то время как производительность рыболовства за последние

годы вышла на плато в 90 млн тонн в год в связи с истощением природных ресурсов,

снижением квот на вылов дикой рыбы и эффекта Эль-Ниньо (Sarker, P. K. 2023),

(Nagappan, S. et al. 2021). Сегодня глобальное рыболовство сохраняет позиции в

основном за счет добычи морской рыбы, в то время как аквакультура доминирует в

производстве всех остальных гидробионтов (The State of World Fisheries and

Aquaculture 2024. URL: https://openknowledge.fao.org/handle/20.500.14283/cd0683en)

(Рисунок 1).

Рисунок 1 – Доля аквакультуры в производстве различных гидробионтов.
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Наиболее распространенными аквакультурными видами на мировом рынке

являются белоногая креветка (Litopenaeus vannamei), устрицы, белый амур

(Ctenopharyngodon idella), тиляпия (Oreochromis niloticus, Oreochromis mossambicus и

их гибрид) и белый толстолобик (Hypophthalmichthys molitrix) (Рисунок 2).

Рисунок 2 – Структура производства 10 наиболее используемых видов.

Мировое производство аквакультуры в 2023 году составило около 95,8 млн

тонн, с прогнозом роста до 109 млн тонн к 2030 году (Sarker, P. K. 2023). Россия

занимает 2 место в Европе по объему аквакультурного производства (400 тыс. т),

однако все еще существенно отстает как от лидеров рынка – Китая (52 млн т), Индии

(10 млн т) и Индонезии (5,4 млн т) (Таблица 1), так и от объемов собственного

рыболовства (5 млн т). При этом отрасль показывает стабильный рост 5 % в год за

последние несколько лет, и согласно прогнозам аналитиков, сохранит его в будущем

(Рисунок 3).

Таблица 1 – Мировое аквакультурное производство по регионам.

Регионы и
страны

2000 2005 2010 2015 2020 2022 Доля на рынке
региона в 2022,
%

Объем производства, тыс. т

Африка 400 646 1289 1788 2266 2317 100

Египет 340 540 920 1175 1592 1552 67,0
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Нигерия 26 56 201 317 262 259 11,2

Гана 5 1 10 45 64 113 5,7

Остальные 29 49 159 252 349 372 16,1

Америки 1423 2177 2515 3820 4443 4958 100

Чили 392 724 701 1046 1486 1509 30,4

Эквадор 61 139 273 427 775 1123 22,6

Бразилия 172 258 411 578 630 738 14,9

Остальные 798 1057 1130 1230 1553 1589 32,0

Азия 28442 39190 51223 64682 77513 83399 100

Китай 21522 28121 35513 43748 49620 52884 63,4

Индия 1943 2967 3786 5341 8636 10230 12,3

Индонезия 789 1197 2305 4342 5227 5414 6,5

Остальные 4170 6904 9629 11250 14032 14872 17,8

Европа 2053 2144 2533 2956 3271 3503 100

Норвегия 491 662 1020 1381 1490 1648 47,0

Россия 74 115 120 152 270 320 9,1

Испания 311 225 257 297 277 276 7,9

Остальные 1176 1142 1135 1127 1235 1260 36,0

Океания 122 154 190 178 225 235 -

Австралия 32 45 76 83 103 125 53,2

Новая
Зеландия

86 105 111 91 119 106 45,1

Остальные 4 3 4 3 4 4 1,7
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Рисунок 3 – Аквакультурное производство в России, тыс т.

Основным драйвером роста аквакультуры является растущее потребление

рыбы и морепродуктов населением, которое выросло более чем на 100 % за

последние 50 лет (Cordeiro, C. M. 2019). В связи с этим, к 2050 году аквакультура

должна удвоить свою производительность для удовлетворения растущего спроса

населения с учетом исчерпания потенциала роста дикого вылова (Waite, R. et al.

2014). Затраты на корма составляют 60 % - 70 % себестоимости производства

аквакультурной продукции (и 75 % - 85 % операционных расходов), и являются

одним из ключевых драйверов данной отрасли. Мировой рынок кормов для

аквакультуры в 2023 году оценивался в 60 млн тонн и демонстрировал стабильный

рост на 8 % - 10 % в последние годы. Российский рынок кормов для аквакультуры

все еще сильно зависим от импорта, который составляет более 70 % от общего

объема 160 тыс. тонн, однако объемы отечественного производства выросли

практически вдвое за последние 3 года (Рисунок 4).
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Рисунок 4 – Рынок аквакультурных комбикормов в России, тыс. т.

Одной из наиболее важных стадий рыбоводства является выращивание

личинок и молоди (Conceição, L. E. C. et al. 2003). Несмотря на то, что на

сегодняшний день освоено аквакультурное выращивание многих гидробионтов,

уровень выживаемости личинок во многих случаях остается крайне волатильным, а

потенциал роста утилизируется не в полной мере (Conceição, L. E. C. et al. 2003),

(Shields, R. J. 2001). Кроме того, проблемы здоровья молоди, например, скелетные

аномалии мальков рыб, остаются значимым негативным фактором (Cahu, C. et al.

2003), (Conceição, L. E. C. et al. 2010). Для успешного подращивания необходимо

знать биологические особенности постэмбрионального развития различных видов

рыб, длительность личиночного периода, особенности питания и требования к

основным факторам среды. Например, у карповых рыб личиночный период развития

начинается с момента заполнения плавательного пузыря воздухом и перехода на

внешнее питание. У лососей наряду с переходом на активное питание происходят

внешние изменения: изменяется окраска, поведение, увеличивается активность и

появляется поисковая реакция. В личиночный период происходит коренная

морфо-экологическая и физиологическая перестройка организма рыб, причем сроки
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данного перехода зависят от биологических особенностей каждого вида. В начале

этого периода у личинок имеется остаток желточного мешка, и они некоторое время

питаются смешанно. Переход личинок на активное питание выделяют как один из

критических периодов раннего онтогенеза, и получение качественных кормов

является одним из определяющих факторов выживаемости молоди (Cahu, C. et al.

2001), (Infante, J. Z. et al. 2001). Поэтому к стартовым кормам предъявляются

особенно жесткие требования по содержанию легкоусвояемого белка,

полиненасыщенных жирных кислот, витаминов и минералов, а также аттрактантов,

усиливающих пищевой интерес личинок (Lund, I., et al. 2018), (Samaee, S. M. et al.

2021). Повышенные требования к качеству также определяют и повышенную

стоимость стартовых кормов, которая может в 5-10 раз превосходить стоимость

продукционных. В связи с этим стартовые корма позволяют использовать более

дорогие ингредиенты, если они позволяют достичь высокой выживаемости и

скорости роста молоди, а также обеспечить легкий переход на продукционные

корма.

1.2 Сложности производства кормов для аквакультуры

Основными ингредиентами качественных кормов для аквакультуры,

обеспечивающими большую часть питательных веществ, являются рыбная мука и

рыбий жир. Производство данных ингредиентов в текущих объемах является

экологически неустойчивым, так как использует биомассу дикой кормовой рыбы

(анчоусов, сардин, сельди), являющуюся основой морских пищевых цепей. На

сегодняшний день на производство аквакультурных кормов приходится 70 %

мирового потребления рыбной муки и рыбьего жира, большую часть из которого

приходится на выращивание лососевых (24 % от потребляемой аквакультурой

рыбной муки и 50 % от потребляемого рыбьего жира) (Sarker, P. K. 2023), (Shepherd,

C. J. et al. 2013). Несмотря на стабильное сокращение использования рыбной муки в

аквакультурных кормах в последние десятилетия (Carter, C. G. et al. 2000), (Shepherd,

C. J. et al. 2013), прогнозируемый дефицит рыбной муки к 2050 году может
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составить до 1,3 млн тонн, что негативно скажется на темпах роста аквакультурного

производства (Jones, S. W. et al. 2020). Кроме того, по подсчетам аналитиков,

сохранение текущего уровня потребления рыбной муки и рыбьего жира может

привести к полному истощению ресурсов кормовой рыбы к 2037 году, что приведет

к катастрофическим последствиям для экосистемы и продовольственной

безопасности (Froehlich, H. E. et al. 2018). Более того, на структуру рынка рыбной

муки и рыбьего жира влияет стремительно растущее потребление данных веществ в

производстве пищевых продуктов, фармацевтических препаратов и функциональных

добавок, что вызывает повышение их стоимости и снижение доступного для

аквакультуры объема (Tacon, A. G. et al. 2011), (Chauton, M. S. et al. 2015), (Sarker, P.

K., 2023). Производители кормов активно используют растительные ингредиенты

(сою, кукурузу, рапс) для замещения рыбной муки и рыбьего жира, однако зачастую

это приводит к снижению качества конечного продукта. Белок и масла из высших

растений обладают рядом недостатков, таких как низкая усвояемость вследствие

наличия ряда антипитательных факторов, а также низкого содержания некоторых

незаменимых аминокислот, таких как лизин, метионин, треонин и триптофан (Li, P.

et al. 2009), (He, J.-Y. et al. 2013), а также длинноцепочечных полиненасыщенных

жирных кислот. К примеру, соевый белок не содержит достаточного количества

метионина, а кукурузный – лизина, при этом данные ингредиенты наиболее часто

используются в аквакультурных кормах. Для компенсации этих дефицитов в корм

могут вводиться синтетические аминокислоты, однако они характеризуются плохой

усвояемостью рыбами и повышенным выделением азотсодержащих отходов (Sarker,

P. K. et al. 2009), (Sarker, P. K. et al. 2011), (Pelletier, N. et al. 2010), (Wang, Y. et al.

2008). Другими часто встречающимися антипитательными факторами растительного

сырья являются ингибиторы трипсина, гемагглютинины, фитаты, госсипол,

фитоэстрогены, глюкозинолаты, алкалоиды, эруковая кислота и тиаминаза (Sarker, P.

K. 2023), (Ansari, F. A. et al. 2021). Одним из наиболее проблемных антипитательных

факторов являются фитаты, связывающие до 70 % фосфора в растительном сырье и

ответственные за снижение скорости роста, конверсии и поглощения корма, а также

угнетение функций щитовидной железы у рыб (von Danwitz, A. et al. 2020). Фитаты
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наиболее часто встречаются в составе семян высших растений и обладают

хелатирующей способностью по отношению к двухвалентным и трехвалентным

ионам металлов (Ca+2, Mg+2, Cu+3, и Fe+3), что снижает доступность данных

минералов для животного. Не жвачные животные не могут метаболизировать

фитаты, поэтому они существенно снижают биодоступность кормового фосфора.

Кроме того, они снижают биодоступность кормового белка за счет формирования

комплексов белок-фитиевая кислота (Kokou, F. et al. 2018), (Venkata Subhash, G. et al.

2020). Многочисленные исследования показали ухудшение ростовых характеристик

распространенных аквакультурных видов, таких как форель, тиляпия, карп и лосось,

при потреблении кормов со значительным содержанием фитатов (Sarker, P. K. et al.

2023), (Ansari, F. A. et al. 2021). Механизмы действия фитатов были подтверждены

путем добавления синтетически-полученных соединений в корма радужной форели

и канального сомика (Spinelli, J. et al. 1983), (Satoh, S. et al. 1989). В работе

(Denstadli, V. et al. 2006) было показано снижение усвояемости кормового фосфора

на 50 % при добавлении всего 2 % фитиевой кислоты в корм атлантического лосося.

Для борьбы с антипитательными факторами необходимо применение

дополнительных факторов обработки растительного сырья, таких как механическая

обработка, ферментация, автоклавирование и экстракция (Kokou, F. et al. 2018),

однако данные мероприятия удорожают и усложняют производство корма.

1.3 Микроводоросли в качестве пищевых и кормовых ингредиентов

Микроводоросли – это группа фотоавтотрофных одноклеточных и

колониальных микроорганизмов, большинство из которых обитает в водной среде. К

микроводорослям относят как прокариотные (цианобактерии), так и эукариотные

организмы, представляющие собой сборную полифилетическую группу. Таким

образом, понятие «водоросли» является эколого-биологическим и объединяет

разные по происхождению организмы. Современная систематика микроводорослей

основана на происхождении и строении их пластид и охватывает организмы из 4

супергрупп эукариот, а также цианобактерий (Таблица 2).
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Таблица 2 – Систематика микроводорослей на основе происхождения пластидов.

Супергруппа Тип Происхождение пластидов

Terrabacteria Cyanobacteria Нет, цианобактерии являются
предками первых пластид

Archaeoplastida Glaucophyta Первичный эндосимбиоз с
цианобактерией

Rhodophyta

Chlorophyta

Chromalveolata Cryptophyta Вторичный эндосимбиоз с красной
водорослью

Haptophyta

Stramenopiles

Apicomplexa

Chromeridae

Dinophyta Вторичный/третичный эндосимбиоз с
различными водорослями
(Chlorophyte, Cryptophite, Stramenopile,
Haptophyte)

Rhizaria Chlorachniophyta Вторичный эндосимбиоз с зелеными
водорослями (Ulvophycae,
Trebuxiophyceae, Chlorophycae)

Благодаря огромному биоразнообразию, микроводоросли являются

продуцентами тысяч биологически активных соединений: белков, углеводов,

липидов, витаминов, полифенолов, флавоноидов, каротиноидов, алкалоидов и

многих других. Продукты на основе биомассы и метаболитов микроводорослей

используются в различных отраслях промышленности, включая производство

пищевых продуктов, производство кормов и биоудобрений, косметическую

промышленность и производство биотоплива (Таблица 3).

Таблица 3 – Промышленно значимые продукты микроводорослей

Группа
продуктов

Продукт Биологическая
активность

Отрасль
применения

Штаммы-прод
уценты

Ссылка на
литературный

источник
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Биомасса Биомасса Источник
питательных
веществ

Пищевая;
Кормовая;
Удобрения

Arthrospira
platensis;
Chlorella
vulgaris;
Dunaliella
salina

(Jacob-Lopes, E.
et al. 2019)

Белки Незаменимые
аминокислоты

Источник
белка

Пищевая;
Кормовая

Arthrospira
platensis;
Chlorella
vulgaris;
Dunaliella sp.

(Geada, P. et al.
2021),
(Jacob-Lopes, E.
et al. 2019)

Пептиды с
биологической
активностью

Антиоксидант
ная;
Антикоагулянт
ная;
Антимикробна
я;
Противоопухо
левая

Фармацевти
ческая; БАД

Arthrospira
platensis;
Chlorella
vulgaris

(Ovando, C. A. et
al. 2018),
(Suetsuna, K. et
al. 2001)

Пигменты β-каротин Краситель;
Источник
провитамина
А;
Антиоксидант
ная;
Онкопротектор
ная;
Кардиопротект
орная

Пищевая;
Кормовая;
Фармацевти
ческая;
Косметичес
кая

Dunaliella
salina

(Jacob-Lopes, E.
et al. 2019),
(Monte, J. et al.
2020)

Астаксантин Антиоксидант
ная;
Противовоспа
лительная;
Гормональный
прекурсор;
Иммуностимул
ирующая

Пищевая;
Кормовая;
Фармацевти
ческая;
Косметичес
кая

Haematococcu
s pluvialis

(Jacob-Lopes, E.
et al. 2019),
(Praveenkumar,
R. et al. 2015)

Лютеин Антиоксидант
ная;
Онкопротектор
ная;
Кардиопротект
орная;
Ретинопротект
орная

БАД Chlorella sp.;
Scenedesmus
sp.

(Low, K. L. et al.
2020), (Luengo,
E. et al. 2015)

Фукоксантин Антиоксидант
ная;

Фармацевти
ческая;

Isochrysis
galbana;

(Zarekarizi, A. et
al. 2019)
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Противовоспа
лительная;
Противодиабет
ическая;
Противоопухо
левая;
Стимулирован
ие снижения
массы тела

Косметичес
кая

Phaeodactylum
tricornutum

Жиры Триглицериды Сырье для
производства
биотоплива

Топливная Chlamydomona
s reinhardtii;
Dunaliella
salina;
Chlorella sp.;
Botryococcus
braunii

(Brennan, L. et al.
2010), (Dragone,
G. et al. 2010)

ПНЖК α-линол
еновая
кислота

Кардиопротект
орная;
Незаменимая
жирная
кислота

Пищевая;
БАД

Nannochlorops
is sp.;
Nodularia
harveyana;
Rhodomonas
baltica;
Pseudokirchner
iella
subcapitata

(Guihéneuf, F. et
al. 2017),
(Jacob-Lopes, E.
et al. 2019),
(Sathasivam, R. et
al. 2019)

Эйкоза
пентаен
овая
кислота

Противовоспа
лительная;
Нейропротекто
рная;
Незаменимая
жирная
кислота

Пищевая;
Кормовая;
Фармацевти
ческая

Nannochlorops
is;
Phaeodactylum
nitzschia;
Pavlova lutheri

Докозаг
ексаено
вая
кислота

Противовоспа
лительная;
Нейропротекто
рная;
Незаменимая
жирная
кислота

Пищевая;
Кормовая;
Фармацевти
ческая

Schizochytrium
sp.;
Crypthecodiniu
m cohnii;
Pavlova lutheri

Линоле
вая
кислота

Противовоспа
лительная;
Незаменимая
жирная
кислота

Пищевая Scenedesmus
obliquus;
Chlorella
vulgaris;
Chroococcus
sp.;
Rhodomonas
baltica
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Арахид
оновая
кислота

Противовоспа
лительная

Пищевая;
Кормовая;
Фармацевти
ческая

Porphyridium
sp.

γ-линол
еновая
кислота

Противовоспа
лительная

Пищевая;
Кормовая;
Фармацевти
ческая

Arthrospira sp.

Углеводы Полисахариды Сырье для
производства
биотоплива

Топливная Chlamydomona
s reinhardtii;
Dunaliella
salina;
Chlorella sp.;
Botryococcus
braunii;

(Brennan, L. et al.
2010), (Dragone,
J. et al. 2010)

Иммуностимул
ирующая;
Противовирус
ная;
Противоопухо
левая;
Противовоспа
лительная:
Флокулирующ
ая;

Пищевая;
Фармацевти
ческая

Arthrospira
platensis,
Chlorella
pyrenoidosa,
Chlorella
stigmatophora

Сульфатирован
ные
полисахариды

Антикоагулянт
ная;
Противовирус
ная;
Антиоксидант
ная;
Противоопухо
левая

Фармацевти
ческая; БАД

Chlorella
vulgaris;
Scenedesmus
quadricauda

(Jacob-Lopes, E.
et al. 2019),
(Sathasivam, R. et
al. 2019)

Фенольны
е
соединени
я

Фенольные
соединения

Антиоксидант
ная

Пищевая Chlamydomona
s nivalis;
Botryococcus
sp.; Chlorella
sp.; Dunaliella
sp; Nostoc sp.;
Phaeodactylum
sp.; Spirulina
sp.;
Haematococcu
s sp.;
Chaetoceros
sp.

(Goiris, K. et al.
2012)
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Ожидается, что к 2028 году мировой рынок продукции на основе

микроводорослей составит 2,8 млрд долл. при совокупном среднегодовом темпе

роста 7,9 % (Прогноз рынка продуктов из микроводорослей до 2028 г. от

Globenewswire, 2021). На сегодняшний день промышленное производство

микроводорослей в основном сконцентрировано на нуждах пищевой и

косметической промышленности. Некоторые аквакультурные хозяйства используют

микроводоросли такие как Isochrysis sp., Pavlova sp., Chlorella sp. для кормления

различных гидробионтов (моллюсков, креветок, мальков рыб), а также для

обогащения живого корма (зоопланктона), но масштабы данной индустрии

невелики. В то же время в последние годы растет интерес к микроводорослям как к

кормовым ингредиентам для аквакультурных видов рыб (Hodar, A. R. et al. 2020)

благодаря ряду преимуществ. Микроводоросли превосходят любую растительную и

животную биомассу по удельной скорости роста, уступая только бактериям (Rizwan,

M. et al. 2018). Кроме того, в отличие от высших растений, микроводоросли не

требуют плодородной почвы для роста, более того, для их выращивания можно

использовать соленую и сточную воду (Li, K. et al. 2019). Благодаря этому,

производство микроводорослей не конкурирует с пищевыми культурами за пахотные

земли и чистую воду, и может использоваться для параллельной утилизации

некоторых стоков. По сравнению с насекомыми, дрожжами и бактериями,

микроводоросли используют более дешевые питательные среды, а также содержат

значительно меньше антипитательных факторов. Кроме того, микроводоросли могут

использоваться для производства продуктов с высокой добавленной стоимостью,

таких как каротиноиды, полиненасыщенные жирные кислоты, полисахариды и

другие биологически активные продукты параллельно с использованием

отработанной биомассы в качестве кормовых ингредиентов (Arun, J. et al. 2020),

(Nagappan, S. et al. 2020). В природе микроводоросли являются фундаментом

пищевой цепи водоемов, обеспечивающей высшие звенья практически всеми

необходимыми питательными веществами. Сбалансированный химический состав

микроводорослей обеспечивает их привлекательность в качестве перспективного

источника белка, жиров и углеводов для кормления гидробионтов. В частности,
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микроводоросли способны накапливать до 60 % - 80 % белка или липидов в

биомассе (в зависимости от штамма и условий культивирования), что делает их

более продуктивными по сравнению с другими альтернативными кормовыми

ингредиентами, такими как дрожжи и бактерии (Таблица 4).

Таблица 4 – Содержание белка, жиров и углеводов в микроводорослях и различных
кормовых ингредиентах

Кормовой
ингредиент

Белок (%) Жиры (%) Углеводы (%)
Ссылка на

литературный
источник

Биомасса микроводорослей

Anabaena cylindrica 43–56 4-7 25–30 (Becker, E.W. 2007)

Botryococcus braunii 39,9 34,4 18,5 (Tavakoli, K. et al. 2021)
Chlamydomonas
rheinhardii 43–56 14–22 2,9–17 (Becker, E.W. 2007)

Chlorella
pyrenoidosa 57 2 26 (Becker, E.W. 2007)

Chlorella vulgaris 51–58 14–22 12–17 (Becker, E.W. 2007)

Dunaliella salina 49–57 6–8 4–32 (Becker, E.W. 2007)

Euglena gracilis 39–61 14–20 14–18 (Becker, E.W. 2007)
Nannochloropsis
granulata 33,5 23,6 36,2

(Tibbetts, S. M. et al.
2017)

Pavlova sp. 24–29 9–14 6–9
(Madeira, M. S. et al.
2017)

Phaeodactylum
tricornutum 39,6 18,2 25,2

(Sørensen, M. et al.
2016)

Porphyridium
aerugineum 31,6 13,7 45,8

(Madeira, M. S. et al.
2017)

Scenedesmus obliqus 50–56 12–14 10–52 (Becker, E.W. 2007)

Schizochytrium sp. 12,5 40,2 38,9
(Samuelsen, T. A. et al.
2018)

Spirulina platensis 55,8 14,2 22,2
(Madeira, M. S. et al.
2017)

Spirulina maxima 60–71 6–7 13–16
(Madeira, M. S. et al.
2017)

Spirogyra sp. 6–20 11–21 33–64 (Becker, E.W. 2007)

Synechococcus sp. 63 11 15 (Becker, E.W. 2007)

Tetraselmis sp. 27,2 14 45,4 (Tulli, F. et al. 2012)
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Tetraselmis chuii 46,5 45363 25 (Makridis, P. et al. 2006)

Dunaliella sp. 40,46 15,51 20,44
(Madeira, M. S. et al.
2017)

Haematococcus
pluvialis 30,87 23,07 37,93

(Madeira, M. S. et al.
2017)

Isochrysis sp. 41 17,72 14,46
(Madeira, M. S. et al.
2017)

Другие кормовые ингредиенты

Рыбная мука 63 11 –
(Hodar, A. R. et al.
2020)

Биомасса мух
Hermetia illucens 43,6 33,1 – (Varelas, V. 2019)

Биомасса дрожжей
Saccharomyces
cerevisiae

50,1 1,8 4,6
(Blomqvist, J. et al.
2018)

Гидролизат
перьевой муки

84,2 10,04 – (Yu, R. et al. 2020)

Кукурузная
глютеновая мука

62 5 18,5 (Liu, W. Y. et al. 2020)

Соевая мука 44 2,2 39
(El-Sayed, A. F. M.
1994)

Пшеничная мука 12,2 2,9 69
(Sørensen, M. et al.
2011)

Биомасса бурых
водорослей

2,4–16,8 0,3–9,6 38–61 (Wan, A. H. et al. 2019)

Биомасса зеленых
водорослей

3,2–35,2 0,3–2,8 15–65 (Wan, A. H. et al. 2019)

Биомасса красных
водорослей

6,4–37,6 0,2–12,9 36–66 (Wan, A. H. et al. 2019)

Биомасса микроводорослей также характеризуется сбалансированным

аминокислотным профилем, что позволяет заменить животный белок и

дорогостоящие аминокислотные кормовые добавки. Так, биомасса штаммов родов

Chlorella, Chlamydomonas, Porphyridium, Isochrysis, и Nannochloropsis богата

метионином, который отсутствует в большинстве растительных источников белка

(Wan, A. H. et al. 2019). Преобладающий тип углеводов также является важной

характеристикой кормов. Так, крахмал является легко усвояемым для большинства

видов животных, в отличие от целлюлозы и хитина. Доля крахмала в клетках

микроводорослей варьируется от 7 % до 45 % (Dragone, G. et al. 2011), а клетчатки –
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от 5 % до 18 % (Matos, A. P. et al. 2016). В отличие от высших растений, клетчатка

микроводорослей не содержит лигнина и характеризуется низким содержанием

гемицеллюлозы, что обеспечивает лучшую усвояемость биомассы (Niccolai, A. et al.

2019). Микроводоросли рода Spirulina и Chlorella характеризуются низким

содержанием клетчатки (5 % - 8 %), в то время как штаммы Nannochloropsis sp.,

Tetraselmis sp., Tisochrysis sp. и Phaeodactylum sp. содержат больше клетчатки

(Niccolai, A. et al. 2019). Микроводоросли также содержат множество пигментов с

антиоксидантной активностью, а также витамины и иммуностимуляторы,

благоприятно влияющие на рост и развитие гидробионтов (Prabha, S. P. et al. 2020),

(Zhou, R. et al.2019). Каротиноидные пигменты микроводорослей, такие как

астаксантин и фукоксантин, также придают привлекательный товарный вид мясу

красной рыбы, и потому используются в качестве кормовых добавок для лососевых

(Posten, C. et al. 2009). Биомасса микроводорослей также характеризуется большим

содержанием минералов (Mustafa, M. G. et al. 1995). Это объясняется тем, что

оболочки многих микроводорослей обладают структурными и химическими

свойствами, позволяющие им связывать относительно большие количества ионов

металлов. Многие штаммы микроводорослей способны накапливать значительные

количества незаменимых омега-3 полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК),

таких как эйкозапентаеновая (ЭПК) и докозагексаеновая (ДГК) кислоты, что делает

их перспективными для замещения рыбьего жира (Cottrell et al., 2020). К богатым

ПНЖК микроводорослям относятся штаммы родов Nannochloropsis, Isochrysis,

Nitzschia, Schizochytrium, Phaeodactylum, Porphyridium и др (Lu, Q. et al. 2021),

(Nagappan, S. et al. 2018), (Patil, V. et al. 2007), (Long, J. et al. 2022), которые могут

накапливать до 40 % ЭПК и/или ДГК от общего содержания жирных кислот.

Вышеперечисленные факторы делают биомассу микроводорослей одной из наиболее

перспективных альтернатив для одновременного замещения рыбной муки и рыбьего

жира в качественных аквакультурных кормах.
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1.4 Микроводоросли как источник белка

Микроводоросли могут стать конкурентоспособным крупнотоннажным

источником кормового белка благодаря высокой скорости роста биомассы и

сбалансированному аминокислотному профилю (Becker, E. W. 2007), (Sarker, P. K. et

al. 2018), (Carneiro, W. F. et al. 2020). Так, некоторые штаммы Spirulina sp. и

Dunaliella sp. содержат 50 % - 70 % белка в пересчете на сухую массу и обладают на

50 % -100 % большей продуктивностью на единицу занимаемой площади по

сравнению с растительными и животными источниками белка (Ejike, C. E. et al.

2017). Существует 10 незаменимых аминокислот (валин, лейцин, изолейцин,

треонин, метионин, фенилаланин, триптофан, лизин, гистидин), которые не могут

быть синтезированы в организме животных и рыб, и потому должны обязательно

поступать с пищей. В отличие от белка высших растений, белок микроводорослей

содержит полный набор незаменимых аминокислот и потому может использоваться

для замещения рыбной муки, являющийся основным белковым компонентом

качественных кормов. По сравнению с белком насекомых, микроводоросли обладают

более высокой скоростью роста и продуктивностью на единицу занимаемой

площади, а также используют более дешевые питательные субстраты. Последнее

верно также для сравнения микроводорослей с дрожжами и бактериями. Сравнение

аминокислотного профиля микроводорослей с рыбной мукой и альтернативными

источниками кормового белка приведено в (Таблица 5).

Таблица 5 – Аминокислотный профиль микроводорослей и различных источников
кормового белка

Кормо
вой
ингре
диент

Биомасса микроводорослей Другие источники кормового белка

Spirul
ina

platen
sis

Phae
odact
ylum
tricor
nutum

Nann
ochlor
opsis
granu
lata

Botry
ococc

us
brau
nii

Porph
yridiu

m
aerug
ineum

Tetras
elmis
chuii

Chlor
ella
sp.

Рыбна
я мука

Биомасс
а мух

Hermeti
a

illucens

Биомас
са

дрожж
ей

Sacchar
omyces
cerevisi

ae

Биомас
са

водорос
ли

Gracilar
ia sp.

Соевый
концен

трат
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Незаменимые аминокислоты

Треон
ин 2,7 2,7 5,4 3,7 5,8 4,0 4,0 3,5 3,6 8,2 3,8 2,9

Валин 3,0 4,6 7,1 4,4 7,3 4,8 5,3 4,0 5,5 9,6 7,2 2,5
Метио

нин 1,2 7,0 3,5 2,5 3,7 2,4 2,2 2,5 1,8 3,4 0,7 0,2

Изоле
йцин 2,9 4,8 5,6 3,4 7,1 3,4 3,8 3,7 3,9 8,1 4,7 2,5

Лейци
н 4,8 1,5 11,0 7,1 11,9 7,3 7,8 6,2 6,1 12,2 8,3 5,3

Фенил
алани

н
2,5 6,4 6,2 4,4 6,3 4,7 4,7 3,3 3,6 7,3 4,2 3,4

Лизин 2,5 2,6 8,5 4,7 8,0 5,6 5,2 3,7 6,2 12,0 6,2 4,3
Гисти
дин 0,8 5,7 2,3 1,5 1,9 1,6 1,8 – 3,0 3,7 1,0 1,8

Аргин
ин 3,4 0,9 7,4 20,5 8,6 9,4 5,5 6,8 4,7 8,1 10,3 5,1

Заменимые аминокислоты
Аспар
агин 5,1 18,8 11,4 8,7 15,0 14,1 7,8 – 8,5 17,1 12,8 8,4

Серин 2,6 7,1 5,6 3,5 7,0 4,2 3,3 – 3,9 7,9 5,4 4,0
Глута
мин 7,8 5,5 14,1 12,7 15,6 12,0 9,7 – 10,2 23,4 13,0 15,4

Глици
н 2,6 1,5 7,5 4,9 7,0 6,5 5,2 1,7 5,4 7,9 6,0 3,1

Алани
н 3,9 3,4 7,1 6,4 8,4 6,0 7,2 _ 5,6 11,1 10,0 3,3

Цисте
ин – 1,5 1,6 1,4 2,2 2,8 – 0,4 0,8 2,4 0,1 1,1

Тироз
ин 2,1 3,4 4,2 2,8 5,8 3,0 – – 0,0 6,6 1,5 2,1

Проли
н 1,7 7,3 11,2 4,6 5,0 3,6 4,2 – 5,2 7,1 4,8 3.6

Ссылк
а на
литер
атурн
ый
источ
ник

(Mad
eira,
M. S.
et al.
2017)

(Søre
nsen,
M. et

al.
2016)

(Tibb
etts,

S. M.
et al.
2017)

(Tava
koli,
K.et
al.

2021)

(Mad
eira,
M. S.
et al.
2017)

(Makr
idis,
P. et
al.

2006)

(Beck
er,

E.W.
2007)

(Hodar,
A. R. et

al.
2020)

(Varelas,
V. 2019)

(Blomq
vist, J.
et al.
2018)

(Wan,
A. H. et

al.
2019)

(El-Say
ed, A.
F. M.
1994)

Усвояемость белка является важным фактором при выборе кормовых

ингредиентов. Усвояемость белка микроводорослей с толстой целлюлозной

клеточной стенкой, таких как Chlorella sp., Desmodesmus sp., Nannochloropsis sp., and

Tetraselmis sp. для различных аквакультурных видов варьировалась в пределах 50 %
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– 60 %, 54 % – 67 %, 69 % – 81 % и 70 % – 73 %, соответственно (Gong, Y. et al.

2018), (Moheimani, N. R. et al. 2018), (Niccolai, A. et al. 2019), (Skrede, A. et al. 2011), в

то время как усвояемость белка микроводорослей с не-целлюлозной стенкой, таких

как Isochrysis sp. and Spirulina sp., составляла более 86 % (Niccolai, A. et al. 2019),

(Skrede, A. et al. 2011).

Общая усвояемость биомассы также показывала аналогичный тренд с более

высокими значениями для микроводорослей с не-целлюлозной клеточной стенкой.

Недавние исследования показали, что включение в корма до 25 % микроводорослей

не оказывает негативного влияния согласно данным производительности,

гистологических параметров, анализа поведения гидробионтов и активности

пищеварительных ферментов (Patterson, D. et al. 2013), (Tibaldi, E. et al. 2015),

(Vizcaíno, A. J. et al. 2018). Применение различных методов разрушения клеточной

стенки может повысить усвояемость питательных веществ биомассы

микроводорослей (Agboola, J. O. et al. 2019), (Batista, S. et al. 2020). В работе

(Agboola, J. O. et al. 2019) биомасса Nannochloropsis gaditana подвергалась

пастеризации, нагреванию, лиофилизации и механическому разрушению перед

включением в корм африканского сома и нильской тиляпии. Биомасса, подвергнутая

холодной пастеризации и механическому разрушению показала 13 % и 11 %

увеличение абсолютного прироста и конверсии корма по сравнению с контролем,

соответственно. Корма, содержащие ферментированную биомассу Nannochloropsis

oceanica и механически обработанную биомассу Chlorella vulgaris and Tetraselmis sp.

показали более высокую доступность белка и кормовой энергии по сравнению с

контролем в работе (Batista, S. et al. 2020). В недавнем исследовании было показано,

что ферментирование биомассы Spirulina sp. бромелаином повысило ее усвояемость

мальком мозамбикской тиляпии, в то время как другие ферменты (папаин и трипсин)

были менее эффективны (Sharma, S. A. et al. 2021). Процесс экструзии также

способен разрушать клеточные стенки микроводорослей, позволяя рыбе получать

больше питательных веществ (Maehre, H. K. et al. 2016), (Shi, Z. et al. 2016), (Venou,

B. et al. 2009). В исследовании, посвященном кормлению атлантического лосося

биомассой Nannochloropsis sp., было показано, что экструдированный корм обладал
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лучшей усвояемостью чем неэкструдированный (Gong, Y. et al. 2018). В другой

работе кормление серебристого карася экструдированным кормом на основе

микроводорослей показало лучшую усвояемость белка по сравнению с

гранулированными кормами (Shi, Z. et al. 2016).

1.5 Микроводоросли как источник полиненасыщенных жирных кислот

Липиды являются одним из основных компонентов клеточных мембран, а

также образуют энергетический резерв организма. Помимо высокой энергетической

ценности, употребляемые в пищу жиры являются единственным источником

незаменимых полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК), которые, в свою

очередь, необходимы для поддержания целостности клеточных мембран,

оптимального липидного транспорта (в качестве эмульгирующих агентов в составе

фосфолипидов), а также являются прекурсорами гормонов-простагландинов (Tacon,

A. G. J. et al. 1987). К ПНЖК относятся жирные кислоты, содержащие две и более

двойных углерод-углеродных связей в молекуле. В зависимости от положения

двойных связей они разделяются на омега-3 (первая двойная связь расположена

после третьего атома углерода считая от метилового конца цепи) и омега-6 (первая

двойная связь расположена после шестого атома углерода считая от метилового

конца цепи). К наиболее важным омега-3 ПНЖК относятся α-линоленовая кислота

(18:3), эйкозапентаеновая кислота (20:5) (ЭПК) и докозагексаеновая кислота (20:6)

(ДГК), в то время как среди омега-6 ПНЖК наиболее важными с диетологической

точки зрения являются линолевая (18:2), арахидоновая (20:4) и 𝛾-линоленовая (18:3)

кислоты. Позвоночные не способны самостоятельно синтезировать α-линоленовую и

арахидоновую кислоту, которые являются прекурсорами остальных кислот своего

класса, и потому должны обязательно получать их вместе с пищей. В то же время,

организм большинства плотоядных и многих всеядных животных (включая

человека) не способен преобразовывать α-линоленовую кислоту в ЭПК и ДГК с

достаточной эффективностью, поэтому поступление этих веществ с пищей также

является необходимым для нормальной физиологии (Jovanovic, S. et al. 2021).
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Потребность рыб в ПНЖК составляет в среднем 1 % от рациона (Tacon, A. G. J. et al.

1987). Живущие в холодной воде пресноводные рыбы наиболее нуждаются в омега-3

ПНЖК, в то время как обитатели теплых водоемов зависимы от омега-6 или от

обоих классов жирных кислот (Tacon, A. G. J. et al. 1987). В научных работах

показано, что недостаток данных веществ ведет к снижению скорости роста,

угнетению работы желудочно-кишечного тракта, а также снижению фертильности

(Sundell, K. et al. 2022), (Ansari, F. A. et al. 2021). В то же время введение в корм

дополнительных количеств ПНЖК способствует повышению скорости роста и

выживаемости рыб, а также улучшению реакции на стресс и качества мяса (Houston,

S. J. S. et al. 2017), (Lutfi, E. et al. 2023). Мировой рынок Омега-3 ПНЖК в 2019 году

оценивался в 2,5 млрд долл. с прогнозом роста до 4 млрд долл. к 2027 году (Oliver, L.

et al. 2020). Основным промышленным источником данных соединений является

рыбий жир, однако его производство сопряжено с рядом проблем, в числе которых

стремительное истощение природных рыбных ресурсов, зависимость качества

конечного продукта от сезонности и географической локации места вылова

(Cuellar‐Bermudez, S. P. et al. 2015), а также опасность загрязнения

жирорастворимыми токсинами и загрязнителями, накапливающимися в рыбе

(Ryckebosch, E. et al. 2012). Благодаря вышеперечисленным факторам, поиск

альтернативных источников омега-3 ПНЖК является актуальной задачей.

Водоросли являются единственными фотосинтезирующими организмами,

способными синтезировать ЭПК и ДГК. Содержание ПНЖК в биомассе

микроводорослей варьируется в широких пределах и зависит как от штамма, так и от

условий культивирования. Как правило, Зеленые микроводоросли (Chlorophyceae)

накапливают меньшие количества ПНЖК чем Диатомовые (Bacillariophyceae),

Эустигматовые (Eustigmatophyceae), Золотистые (Chrysophyceae) и Криптофитовые

(Cryptophyceae). К наиболее эффективным продуцентам ДГК относятся водоросли

классов Dinophyceae, Pavlovophyceae, а также некоторые штаммы Cryptophyta,

Thraustochytriidae и Euglenophyta (Leblond, J. D. et al. 2003), (Pernet, F. et al. 2003),

(Taipale, S. et al. 2020), (Mendes, A. et al. 2009), (Fan, K. W. et al. 2007). Динофитовые

микроводоросли могут содержать до 40 % ДГК в жирнокислотном профиле, в то
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время как для гаптофитовых водорослей этот показатель может доходить до 30 %

(Mendes, A. et al. 2009), (Leblond, J. D. et al., 2000), (Usup, G. et al. 2008), (Da Costa, F.

et al. 2017). Штаммы семейства Thraustochytriidae, например, Schizochytrium sp. и

Thraustochytrium sp., являются наиболее производительными продуцентами ДГК и

способны накапливать ее в количестве 40 % - 60 % от всех жирных кислот при

гетеротрофном культивировании (Fan, K. W. et al. 2007), (Lee Chang, K. J. et al. 2014).

Среди продуцентов ЭПК наиболее эффективными являются штаммы Диатомовых и

Эустигматовых микроводорослей, а также некоторые Гаптофитовые (Taipale, S. et al.

2020), (Moreno, V. J. et al. 1979), (Gillan, F. T. et al. 1981), (Arao, T. et al. 1994), (Tonon,

T. et al. 2002), (Zulu, N. N. et al. 2018). Диатомовые, например, Phaeodactylum

tricornutum, могут накапливать ЭПК в количестве до 30 % от общего содержания

жирных кислот, а также небольшие количества ДГК (Liang, Y. et al. 2014), (Patil, V. et

al. 2007). Среди Эустигматовых микроводорослей наиболее исследованными

являются Nannochoropsis sp., накапливающие 15 % - 30 % ЭПК в жирнокислотном

профиле (Yao, L. et al. 2015), (Patil, V. et al. 2007). Другие классы микроводорослей,

такие как Цианобактерии или Зеленые водоросли, как правило, не способны

накапливать длинноцепочечные омега-3 ПНЖК в значительных количествах

(Gladyshev, M. I. et al. 2019). Жирнокислотный профиль различных микроводорослей

представлен в (Таблица 6).

Таблица 6 – Жирнокислотный профиль различных микроводорослей

Штамм

14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
20:5
(ЭПК
)

22:6
(ДГК)

Всего
жирных
кислот
(%

сухой
массы)

Ссылка на
литературный
источник

% от суммы жирных кислот

Aurantioc
hytrium
sp.

2,9 39,8 – 0,5 0,5 0,1 0,4 0,5 46,7 40–55

(Jovanovic, S. et
al. 2021), (Lee
Chang, K. J. et al.
2014)

Chlamyd
omonas
reinhardti

– 4–20 3,8 – 1–16 1–10 2–22 – 0–5,4 12–64
(James, G. O. et
al. 2011)
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i

Crypthec
odiniumc
ohnii

18 12–45 – 3 8 – – – 13–55 25–63

De Swaaf, M. E.
et al. 2003),
(Jovanovic, S. et
al. 2021), (Wynn,
J. et al. 2010)

Dunaliell
a sp. – 10–28 12–16 – 8–11 5,9 12–36 – 14–21 12–46

(Araujo, G. S. et
al. 2011),
(Jovanovic, S. et
al. 2021)

Emiliana
huxleyi 18,9 10,3 – 10,8 19,8 – – – 9,2 –

(Lang, I. et al.
2011)

Euglena
gracilis 0,9 11,3 1,3 – 3,1 3,5 19,3 – 9,0 –

(Lang, I. et al.
2011)

Heteroco
ccus
chodati

– 10,0 30,6 – 8,1 32,6 – –
(Lang, I. et al.
2011)

Nannochl
oropsis
oculata

4,2 14–24 24–30 – 3–5 2,9 0–9 27–49 – 22–37

(Araujo, G. S. et
al. 2011), (San
Pedro, A. et al.
2014)

Pavlova
lutheri 9,7 20,1 26,3 – 1,7 0,5 0,4 18,2 9,8 35

(Lang, I. et al,
2011)

Phaeodac
tylum
tricornutu
m

4,4 14–16 40–60 – 8,1 1,0 20–30 18,4 1,4 32
(Rodolfi, L. et al.
2009)

Scenedes
mus
obliquus

– 30,7 – 23,3 6–25 8–18 10–33 – – 21–58
(Abou-Shanab, R.
A. et al. 2011)

Schizochy
trium sp. 2–8 20–45 – 4,8 38,4 7,9 1,2 5–12 5–50 51–71

(Chang, G. et al.
2013),
(Jovanovic, S. et
al. 2021),
(Manikan, V. et
al. 2015)

Thraustoc
hytrium
sp.

1,6 16,8 – 0,2 0,2 0,2 – 7,5 69 13
(Lee Chang, K. J.
et al. 2014)

Tribonem
a vulgare 4,1 13,3 34,4 – – – 10,5 17,4 – –

(Lang, I. et al.
2011)

Ulkenia
sp. – 25–30 – – 10–12 – – 5–15 15–30 20–52

(Lee Chang, K. J.
et al. 2014)
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В дополнение к межвидовым различиям продуктивность микроводорослей по

ПНЖК может меняться в зависимости от стадии роста и условий культивирования.

Микроводоросли способны менять текучесть мембран в ответ на изменения

температуры, тем самым изменяя жирнокислотный профиль (Renaud, S. M. et al.

2002), (Rousch, J. M. et al. 2003). Кроме того, в ряде работ было показано, что

микроводоросли увеличивают накопление нейтральных липидов в условии

недостатка питательных веществ (Adams, C. et al. 2013), (Saha, S. K. et al. 2013). В

публикациях (Maltsev, Y. et al. 2018), (Mamaeva, A. et al., 2018) было показано, что

применение азотного и фосфорного голодания приводит к значительному

повышению накопления липидов в биомассе микроводорослей: для штамма

Parietochloris grandis sp. nov. содержание жирных кислот в биомассе увеличилось в

3 раза (с 15 % до 44,3 % сухой массы) при культивировании в среде без добавления

нитратов и фосфатов; в то время как для штамма Bracteacoccus bullatus MZ-Ch11 в

аналогичных условиях содержание липидов в биомассе увеличилось в 3,5 раз (с

17 % до 60 % сухой массы), а триацилглицеридов – в 7,5 раз (с 1,5 % до 11 % сухой

массы). При этом было показано, что дефицит нитратов и фосфатов в среде

приводит к снижению выхода биомассы на 30 % - 40 %, поэтому для максимизации

объемной продуктивности по липидам целесообразно осуществлять депривацию по

завершении фазы экспоненциального роста.

В отличие от нейтральных липидов, полярные липиды активно накапливаются

микроводорослями в достатке питательных веществ в активной фазе роста, что

связано с активным созданием клеточных мембран (Saha, S. K. et al. 2013). В работе

(Taipale, S. et al. 2020) изучалось влияние стадии роста и внешних условий на

производительность по омега-3 и омега-6 ПНЖК различных штаммов

микроводорослей, принадлежащих к шести крупнейшим группам (Cryptophytes,

Dinophytes, Chrysophytes, Diatoms, Chlorophytes и Cyanobacteria). Результаты

показали, что содержание ПНЖК значительно варьируется в пределах одной группы

в зависимости от размера клеток. Повышение температуры и содержания азота в

среде приводило к повышению производства ЭПК, ДГК и докозапентаеновой

кислоты (22:5) у Криптофитовых, Золотистых и Динофитовых микроводорослях,
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причем синтез ПНЖК у быстрорастущих штаммов Диатомовых и Динофитовых

микроводорослей был наиболее активен в экспоненциальной фазе роста, в то время

как у других групп (Криптофитовых и Золотистых) максимальная продуктивность

наблюдалась в стационарной фазе роста.

1.6 Микроводоросли как источник каротиноидов

Микроводоросли являются важным природным источником пигментов,

которые играют ключевую роль в фотосинтетической фиксации углерода и других

клеточных процессов (Silva, S. C. et al. 2020). Помимо этого, пигменты

микроводорослей обладают широким спектром биологической активности, включая

антиоксидантную, противовоспалительную, нейропротекторную,

противоопухолевую и антидиабетическую (D’Alessandro, E. B. et al. 2016)

(Таблица 7), из-за чего активно применяются в пищевой и кормовой

промышленности, а также в косметологии и фармацевтике (Sun, H. et al. 2023).

Таблица 7 – Основные пигменты микроводорослей.

Группа
пигментов

Штаммы-продуценты Биологическая
активность

Ссылка на литературный
источник

Хлорофиллы Chlorella sp.,
Monoraphidium dybowskii,
Scenedesmus dimorphus,
Chlamydomonas reinhardtii,
Pavlova lutheri, Chlorella
vulgaris

Иммуностимулирующая,
антиоксидантная,
онкопротекторная

(da Silva Ferreira, V. et al.
2017), (Jurić, S. et al. 2022)

Фикобилины Spirulina platensis,
Geitlerinema, Porphyridium
sp.

Противоопухолевая,
антиоксидантная,
нейропротекторная

(Cuellar-Bermudez, S. P. et
al. 2015), (Jacob-Lopes, E.
et al., 2019), (Jurić, S. et al.
2022), (Sigurdson, G. T. et
al. 2017)

Каротиноиды
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β-каротин Dunaliella salina, Dunaliella
bardawil

Противоопухолевая,
антиоксидантная,
противодиабетическая,
подавление синтеза
холестерола,
фотопротекторная,
регулирование липидного
обмена, источник
провитамина А

(Beydoun, M. A. et al.
2019), (Jacob-Lopes, E. et
al. 2019), (Jurić, S. et al.
2022), (Monte, J. et al.
2020), (Sigurdson, G. T. et
al. 2017), (Sluijs, I. et al.
2015)

Лютеин Chlorella protothecoides,
Muriellopsis sp.,
Scenedesmus almerienses,
Dunaliella salina, Dunaliella
tertiolecta, Brassica
oleracea, Spinacia oleracea,
Actinidia deliciosa

Антиоксидантная,
иммуностимулирующая,
противовоспалительная,
нейропротекторная,
гепатопротекторная,
кардиопротекторная,
ретинопротекторная

(Du, S. Y. et al. 2015),
(Huang, Y. M. et al. 2015),
(Jurić, S. et al. 2022), (Low,
K. L. et al. 2020), (Luengo,
E. et al. 2015), (Shakeri, A.
et al. 2018), (Sun, Y. X. et
al. 2014)

Астаксантин Haematococcus pluvialis,
Chlorella zofingiensis,
Chlorella sp.

Антиоксидантная,
фотопротекторная,
противовоспалительная,
противоопухолевая,
регулирование липидного
обмена

(Chuyen, H. V. et al. 2017),
(Cuellar-Bermudez, S. P. et
al. 2015), (Jacob-Lopes, E.
et al. 2019), (Park, J. S. et
al. 2010), (Pogorzelska, E.
et al. 2018),
(Praveenkumar, R. et al.
2015), (Yoshida, H. et al.
2010)

Фукоксантин Cylindrotheca closterium,
Phaeodactylum tricornutum,
Isochrysis galbana,
Mallomonas sp., Nitzschia
laevis, Odontella aurita,
Chaetoceros sp.

Антиоксидантная,
противовоспалительная,
противоопухолевая,
противодиабетическая,
регулирование липидного
обмена, стимулирование
снижения массы тела

(Hosokawa, M. et al. 1999),
(Jurić, S. et al. 2022), (Park,
J. S. et al. 2010),
(Zarekarizi, A. et al. 2019)

Каротиноиды – это жирорастворимые пигменты, имеющие красный,

коричневый, желтый или оранжевый цвета. Каротиноиды являются

полиненасыщенными соединениями терпенового ряда, их молекулы представляют

собой полиеновую цепь, содержащую 4 изопреноидных остатка, по концам которой

расположены циклогексановые кольца или алифатические изопреноидные остатки.

По химической структуре каротиноиды делятся на два класса: каротины и

ксантофиллы. Каротины не содержат атомов кислорода в химической структуре и

представлены, например, α- и β-каротином. Ксантофиллы наоборот содержат атомы

кислорода в молекулах в виде гидроксильных групп (например, зеаксантин и
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лютеин), кетогрупп (кантаксантин), либо их комбинации (астаксантин, фукоксантин,

виолаксантин). Каротиноиды также делятся на первичные и вторичные метаболиты.

Первичные каротиноиды являются функциональными компонентами клеточного

фотосинтетического аппарата и, как правило, связаны с мембранами или

специфичными белками в тилакоидной мембране (в случае ксантофиллов), в то

время как вторичные каротиноиды синтезируются в ответ на специфические

внешние воздействия и находятся в жировых везикулах. Каротиноиды выполняют

две основные функции в процессах фотосинтеза: (1) поглощение света в тех

областях спектра, которые не могут эффективно поглощаться хлорофиллами и (2)

защита хлорофиллов от фотоокисления. Каротиноиды способны эффективно

нейтрализовывать реактивные формы кислорода, благодаря чему обладают высокой

антиоксидантной активностью (Varela, J. C. et al. 2015). На сегодняшний день

известно более 600 различных каротиноидов, при этом в микроводорослях наиболее

часто встречаются ликопин, β-каротин, зеаксантин, астаксантин, фукоксантин,

лютеин и виолаксантин. Наиболее важными для практического применения

являются β-каротин, астаксантин, фукоксантин и лютеин.

β-каротин является прекурсором витамина А и обладает оранжево-желтым

цветом. Спрос на природный β-каротин довольно высок, так как он обладает

повышенной биологической активностью по сравнению с синтетическим.

Микроводоросли рода Dunaliella могут содержать более 14 % β-каротина в сухой

массе, благодаря чему являются одним из важнейших природных источников

данного соединения (Spolaore, P. et al. 2006). Scenedesmus quadricauda способна

накапливать до 2 мг/г β-каротина при фотоавтотрофном культивировании (Rajput, A.

et al. 2022). Другие микроводоросли классов Cyanobacteria, Bacillariophyta, и

Euglenophyta также способны производить β-каротин.

Астаксантин это метаболит β-каротина розового цвета. Он синтезируется из

β-каротина под воздействием β-каротин гидроксилазы и β-каротин оксигеназы при

возникновении стрессовых условий (например, избыточного освещения) и

накапливается в жировых везикулах у хлоропластов. В клетке астаксантин

существует в виде эфира или диэфира жирных кислот, а также может находиться в
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форме четырех изомеров в зависимости от положения гидроксильных групп.

Различные штаммы Зеленых микроводорослей, такие как Haematococcus pluvialis,

Chlorococcum sp. и Chlorella zofingiensis могут накапливать до 5 % астаксантина в

сухой массе в стрессовых условиях (Villaró, S. et al. 2021).

Лютеин - это пигмент, придающий желтую или оранжево-красную окраску в

зависимости от концентрации. Множество двойных связей в молекуле лютеина

позволяет ему проявлять сильную антиоксидантную активность за счет

взаимодействия с реактивными формами кислорода. Кроме того, лютиен защищает

фоторецепторы путем фильтрации синего света (500 нм) (Andrade, D. et al. 2014).

Одним из основных коммерческих источников лютеина являются микроводоросли

Muriellopsis sp., способные накапливать 0,4 % - 0,6 % данного соединения в

биомассе (Blanco, A. M. et al. 2007). Зеленые водоросли Chlorella zofingiensis,

Chlorella protothecoides, и Scenedesmus sp., также способны накапливать значимые

количества лютеина, однако на сегодняшний день лишь Scenedesmus almeriensis и

Muriellopsis sp. культивировались в промышленном масштабе (Fernández-Sevilla, J.

M. et al. 2010).

Оранжевый пигмент фукоксантин является одним из наиболее

распространенных каротиноидов (10 % от общего объема) и повсеместно

распространен в морских экосистемах. Молекула фукоксантина содержит

сопряженные двойные связи, а также гидроксильные, карбонильные и эпоксидные

группы (Sun, H. et al. 2023). Эти уникальные особенности строения ответственны за

многочисленные биологические эффекты фукоксантина: антиоксидантную и

противовоспалительную активность (Fung, A. et al. 2013), (Grasa-López, A. et al.

2016), противоопухолевые свойства (Ahmed, S.A. et al. 2022), регулирование уровня

глюкозы в крови, а также стимулирование снижения массы тела в испытаниях на

мышах (Wu, M. T. et al. 2014) и человеке (Abidov, M. et al. 2010). Данные свойства

могут быть отчасти связаны с особенностями метаболизма фукоксантина. К

примеру, в человеческом организме фукоксантин полностью метаболизируется до

значительно более гидрофильного соединения – фукоксантинола, после чего

поступает в печень и другие ткани (Asai, A. et al. 2008). В то же время в организме
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мышей и крыс фукоксантин превращается в амароусиксантин А, полсе чего

откладывается в жировой ткани (Gammone, M. A. et al. 2015). В ряде стран

препараты на основе фукоксантина одобрены для лечения ожирения (Khaw, Y. S. et

al. 2022). Механизмы, ответственные за данный физиологический эффект

фукоксантина и его метаболитов подробно описаны в работе (Gammone, M. A. et al.

2015) и включают в себя: снижение уровня триглицеридов в плазме и печени,

угнетение синтеза жирных кислот, снижение дифференциации адипоцитов и

ингибирование поглощения ими глюкозы, стимулирование термогенеза и липолиза в

белой жировой ткани, а также регулирование уровня лептина – гормона, связанного

со снижением аппетита и повышением использования жировых резервов организма.

Фукоксантин является одним из наиболее высокомаржинальных продуктов

микроводорослей, стоимость одного килограмма фукоксантина в зависимости от

качества и концентрации составляет 40-80 тыс. долл. (Abu-Ghosh, S. et al. 2021). В

2020 году мировой рынок фукоксантина оценивался в 500 млн долл. с прогнозом

роста до 780 млн долл. к 2025 году при среднегодовом темпе роста 6 % (Tzima, S. et

al. 2023).

Основным промышленным источником получения фукоксантина являются

бурые макроводоросли, такие как Undaria pinnatifida, Eisenia bicyclis, Cystoseira

abies-marina, Himanthalia elongata и Sargassum muticum. В то же время

микроводоросли, например, диатомовые Halamphora coffeaeformis, Phaeodactylum

tricornutum и Odontella aurita, способны накапливать в 100-200 раз больше

фукоксантина в биомассе при несравнимо более высокой скорости роста (Popovich,

C. A. et al. 2020), (Xia, S. et al. 2018). Другим перспективным продуцентом

фукоксантина является Isochrysis galbana, способный накапливать до 2 %

фукоксантина в сухой массе (Gao, F. et al. 2021). В ряде работ было показано, что

микроводоросли родов Cylindrotheca, Chaetoceros, Nitzschia, Amphora, Navicula и

Chrysotila также способны накапливать фукоксантин в количествах 0,2 % - 2 % сухой

массы (Khaw, Y. S. et al. 2022).
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1.7 Методы выделения внутриклеточных продуктов микроводорослей

Наиболее распространенным методом выделения внутриклеточных

метаболитов микроводорослей является экстракция различными органическими

растворителями. Для выделения полярных молекул, таких как пигменты,

применяются спирты (метанол, этанол) а также кетосоединения (ацетон). Для

экстракции триацилглицеридов и других неполярных молекул часто применяется

гексан, ввиду низкой стоимости и достаточно высокой эффективности извлечения.

Система хлороформ-метанол (в различных соотношениях) позволяет эффективно

извлекать как полярные, так и неполярные молекулы, из-за чего получила широкое

распространение для извлечения внутриклеточных продуктов различных классов.

Следует отметить, что эффективность экстракции значительно снижается при

высоком содержании воды в биомассе, поэтому высушивание различными методами

является необходимым этапом подготовки биомассы микроводорослей к

переработке. Ввиду наличия у многих микроводорослей (особенно класса

Chlorophyta) прочной и толстой клеточной стенки, разрушение клеток необходимо

для увеличения эффективности выделения целевых продуктов.

Механическое разрушение клеток, осуществляемое путем перемалывания

бусами или обработки высоким давлением, зачастую является наиболее простым и

эффективным методом подготовки биомассы микроводорослей к экстракции (Yap, B.

H. et al. 2014), (Choi, W. Y. et al. 2016), (Doucha, J. et al. 2008). В работе (Cho, S. C. et

al. 2012) было продемонстрировано, что гомогенизация биомассы Scenedesmus sp. с

помощью высокого давления (8,3 МПа) привела к повышению выхода липидов на

25 % при экстракции системой растворителей хлороформ : метанол (2:1), а также

улучшению других параметров процесса, таких как температура (с 65°C до 35°C) и

время экстракции (с 5 часов до 30 минут), по сравнению с экстракцией из

необработанных клеток.

Помимо механического разрушения в последнее время активно исследуются

более сложные методы физико-химического воздействия на биомассу, наибольшее

распространение из которых получили применение ультразвука и микроволн (Ibañez,
43



E. et al. 2012), (Herrero, M. et al. 2015). Ультразвуковое воздействие основано на

обработке биомассы звуковыми волнами высокой частоты (более 20 кГц), которые

вызывают формирование кавитационных пузырьков (Ibañez, E. et al. 2012).

Схлопывание кавитационных пузырьков создает локальную область высоких

температур и давления, что вызывает разрушение клеточного материала. Ввиду

сложности масштабирования и относительно высоких энергозатрат, данный метод

получил широкое распространение лишь на уровне лабораторных исследований

(Pico, Y. 2013). В ряде работ было показано существенное ускорение экстракции (в

5-10 раз) при использовании ультразвукового воздействия при извлечении липидов

(Ma, Y. A. et al. 2014), пигментов (Pasquet, V. et al. 2011) и жирных кислот (Plaza, M.

et al. 2012) из биомассы микроводорослей.

Микроволновое воздействие основано на применении электромагнитного

излучения частотой 3006-3009 Гц. Микроволны индуцируют вращение диполей и

миграцию ионов в биомассе и растворителе, что вызывает нагрев жидкости и

разрушение клеток вследствие повышения внутреннего давления (Tatke, P. et al.

2011). Следует отметить, что данное воздействие ведет к значительному нагреву

образца (100°С - 200°С) и потому может вызывать деградацию нестабильных

метаболитов. Экстракция с применением микроволновой обработки применялась

для извлечения липидов из Isochrysis galbana (Lin, C. Y. et al. 2015), Chlorella sp. (Ma,

Y. A. et al. 2014) и Chlorella sorokiniana (Pan, J. et al. 2016), а также пигментов из

Cylindrotheca closterium (Pasquet, V. et al. 2011) и Phaeodactylum tricornutum

(Gilbert-López, B. et al. 2017). В указанных работах микроволновая обработка

биомассы микроводорослей показывала сопоставимые или лучшие выходы целевых

веществ по сравнению с ультразвуковой, при более высокой скорости экстракции.

Помимо новых методов разрушения клеток, в последние годы активно

исследуются применение альтернативных растворителей, таких как ионные

жидкости, сверхкритический углекислый газ и растворы ферментов. Как правило,

данные методы обладают большей экологичностью и безопасностью (что особенно

актуально для пищевой и фармацевтической промышленности) по сравнению с

традиционными органическими растворителями, однако их применение зачастую
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является более дорогим, и потому подходит только для извлечения

высокомаржинальных продуктов.

1.8 Системы масштабного культивирования микроводорослей

Наиболее распространенным методом культивирования микроводорослей

является фотоавтотрофное культивирование, при котором источником энергии

является искусственный или естественный свет, а источником углерода – углекислый

газ, подаваемый в культуру вместе с воздухом в различных соотношениях.

Гетеротрофное (культивирование микроводорослей без освещения с применением

органических источников углерода и энергии, например глюкозы) и миксотрофное (с

применением как света, так и дополнительных источников углерода)

культивирование микроводорослей также используется для некоторых штаммов,

однако как правило является более дорогим из-за высокой стоимости питательных

сред и необходимостью использовать антимикробных веществ для борьбы с

бактериальным или грибковым заражением. Существует два метода

технологической организации культивирования микроводорослей в промышленных

масштабах: выращивание биомассы в открытых резервуарах и использование

фотобиореакторов, в которых культура изолирована от внешней среды.

Выращивание в открытых резервуарах является исторически первым и

наиболее простым методом крупномасштабного культивирования микроводорослей.

Данный метод и сегодня является широко распространенным ввиду относительно

низких капитальных и операционных затрат, низкого энергопотребления, а также

простоты реализации и высокой масштабируемости (Costa, J. A. V. et al. 2014), (Tan,

J. S. et al. 2020). Существует несколько видов реализации открытого

культивирования, среди которых наибольшее распространение в промышленности

получило использование прудов с непрерывным движением (raceway ponds). Данные

сооружения представляют собой систему замкнутых изогнутых каналов глубиной

около 30 см, заполненных питательной средой, циркуляция и перемешивание

которой осуществляется гребным колесом. Дно каналом может быть грунтовым, а
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может укрепляться бетоном и покрываться различными полимерными материалами

(Johnson, T. J. et al. 2018). Пруды с непрерывным движением являются более

энергоэффективными по сравнению с открытыми резервуарами других

конфигураций: применение всего одного гребного колеса достаточно для

обслуживание пруда общей площадью до 5 гектар (Rogers, J. N. et al. 2014). Данные

сооружения также легко масштабируются, и крупнейшие из них занимают площадь

в несколько десятков гектар (Spolaore, P. et al. 2006). Несмотря на широкую

распространенность, культивирование микроводорослей в открытых резервуарах

имеет ряд существенных недостатков, ограничивающих спектр их применения:

невозможность поддержания чистоты культуры; невозможность контроля

параметров культивирования; значительные потери воды вследствие испарения;

сильная зависимость от климатических и метеорологических условий;

невозможность поддержания высокой плотности биомассы (Johnson, T. J. et al. 2018),

(Tan, J. S. et al. 2020).

Фотобиореакторы - это закрытые системы, состоящие из пластиковых или

стеклянных колонн, трубок или панелей, которые исключают прямой контакт

культуры с внешней средой и позволяют контролировать условия выращивания. По

сравнению с открытыми резервуарами, фотобиореакторы позволяют поддерживать

чистоту культуры и производить в несколько раз больше биомассы на единицу

занимаемой площади (Norsker, N. H. et al. 2011), (Chinnasamy, S. et al. 2010).

Большинство фотобиореакторов позволяют контролировать сразу несколько

параметров культивирования, например pH, состав среды, интенсивность

перемешивания, освещенность и благодаря этому могут быть использованы для

промышленного выращивания большого числа штаммов и производства широкого

спектра метаболитов (Rozenberg, J. M. et al. 2024). К недостаткам фотобиореакторов

относится высокие капитальные и эксплуатационные затраты, а также сложность

масштабирования (Gupta, P. L. et al. 2015) (Johnson, T. J. et al. 2018), поэтому они

получили наибольшее распространение для производства высокомаржинальных

продуктов. Одной из ключевых задач дизайна фотобиореакторов является

обеспечение оптимального освещения культур с целью максимизации выхода
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биомассы и целевого продукта и минимизации затрат электроэнергии в случае

использование искусственных источников света. Кроме того, важным является

обеспечение эффективного массообмена для обеспечения равномерного доступа

всех клеток к свету и питательным веществам, а также борьба с биообрастанием

прозрачных поверхностей реактора (Johnson, T. J. et al. 2018). Существует несколько

принципиальных дизайнов фотобиореакторных систем, наиболее

распространенными из которых являются колонные, трубчатые и панельные

фотобиореакторы (Рисунок 5).

Рисунок 5 – системы культивирования микроводорослей. А - пруд с
непрерывным движением, Б - колонный фотобиореактор с эрлифтом, В - трубчатый
фотобиореактор, Г - панельный фотобиореактор.

Колонный фотобиореактор представляет собой вертикальную

цилиндрическую емкость, оборудованную насосами для откачки/закачки

питательной среды и биомассы, а также системой барботирования для

перемешивания культуры и подачи углекислого газа (Hannon, M. et al. 2010).

Разновидностью данного дизайна является эрлифтный реактор, в котором внутри

основной колонны располагается колонна меньшего диаметра для создания

вертикальной циркуляции аэрированной питательной среды, что позволяет

интенсифицировать циркуляцию суспензии и повышать эффективность фотосинтеза.

В работе (Borowiak, D. et al. 2022) было показано, что эрлифтный фотобиореактор

позволяет достичь на 16 % большей продуктивности производства астаксантина по
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сравнению с обычным колонным реактором. Несмотря на простоту конструкции и

эффективный газо- и массообмен (Hannon, M. et al. 2010), (Rinanti, A. et al. 2013),

колонные реакторы обладают низкой эффективностью использования освещения и

не могут быть эффективно масштабированы из-за хрупкости конструкции, что

существенно ограничивает их промышленное применение (Huang, Q. et al. 2017),

(Dasgupta, C. N. et al. 2010).

Трубчатые биореакторы состоят из длинных (десятки-сотни метров)

прозрачных трубок диаметром 10-500 мм из стекла или пластика, организованных в

вертикальные или горизонтальные сети с целью максимизации отношения площади

поверхности к занимаемому объему. Питательная среда и биомасса прокачивается

через систему труб насосами, а газообмен зачастую осуществляется в рамках

отдельного аппарата. К преимуществам трубчатых реакторов относится высокая

эффективность использования освещения а также относительно легкая

масштабируемость (Gupta, P. L. et al. 2015), (Johnson, T. J. et al. 2018). Ключевым

недостатком данного дизайна является плохой массо- и газообмен, что выражается в

накоплении кислорода до уровней фотоингибирования. Кроме того, высокая

нагрузка на помпы и сложность очистки внутренней поверхности труб от

биообрастания создают дополнительные трудности в обслуживании и эксплуатации

подобных систем (Gupta, P. L. et al. 2015), (Tan, J. S. et al. 2020). Тем не менее

трубчатые реакторы больших объемов (3000-15000 л) успешно применяются для

промышленного производства астаксантина (Bajpai, R. et al. 2013) и кормовой

биомассы для аквакультуры (Durmaz, Y. et al. 2017).

Панельные фотобиореакторы состоят из одной или нескольких прямоугольных

панелей небольшой толщины (5-25 см), заполненных культуральной жидкостью.

Панели могут быть выполнены из жесткого или мягкого пластика и расположены

вертикально или под наклоном, причем каждая панель подключается к системе

барботирования для обеспечения газообмена и перемешивания культуры. Панельные

реакторы обладают сравнимой с трубчатыми эффективностью использования

освещения и при этом обеспечивают лучший газообмен для избежания

фотоингибирования, благодаря чему позволяют достичь наибольшей эффективности
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фотосинтеза и высокой продуктивности по биомассе (Yan, X. et al. 2016), (Johnson, T.

J. et al. 2018) (Norsker, N. H. et al. 2011). При использовании панелей из мягкого

пластика, такие системы легко масштабируются до объемов в несколько тысяч

литров (Johnson, T. J. et al. 2018). Недостатком панельных фотобиореакторов с

мягкими панелями является проблема утилизации отработанных пластиковых

панелей, поскольку с течением времени они тускнеют из-за биообрастания и

отложения солей, а также не могут быть автоклавированы для стерилизации

(Johnson, T. J. et al. 2018). В таблице 8 представлено сравнение различных систем

культивирования микроводорослей по эффективности использования освещения и

стоимости производства биомассы, а также потенциал ее оптимизации путем выбора

локации с хорошим естественным освещением, рециркуляции питательной среды и

использования промышленных отходов в качестве источников нитратов и

углекислого газа (Norsker, N. H. et al. 2011).

Таблица 8 – Сравнение систем культивирования микроводорослей

Параметр Открытые резервуары Трубчатый
фотобиореактор

Панельный
фотобиореактор

Эффективность
использования
освещения, %

1,5 3 5

Продуктивность
сухой биомассы,
тонн/га

21 41 64

Стоимость
производства тонны
сухой биомассы в
базовом сценарии,
евро

4950 4160 5960

Стоимость
производства тонны
сухой биомассы в
результате
оптимизации, евро

4170 2280 2300

49



Глава 2. Материалы и методы

2.1 Молекулярная идентификация штаммов микроводорослей

2.1.1 Молекулярная идентификация штамма Vischeria magna SBV-108

Тотальную ДНК монокультуры штамма экстрагировали с помощью набора

InstaGeneTM Matrix в соответствии с методикой производителя. Фрагменты ITS2

рДНК длиной 256 пар оснований амплифицировали с использованием праймеров

ITS1-ITS4 из публикации (White, T. J. et al. 1990). Амплификация фрагментов

проводилась с использованием готовой смеси для ПЦР ScreenMix (Евроген).

Условия амплификации фрагментов ITS2 рДНК: первичная денатурация в течение

5 мин при 95°C; затем 35 циклов, состоящих из: денатурации (30 с) при 94°C, отжига

праймеров (30 с) при 52°C и элонгации (50-80 с) при 72°C; затем финальная

элонгация в течение 10 мин при 72°C. Полученные ампликоны визуализировали с

помощью горизонтального электрофореза в агарозном геле (1,5 %), с окрашиванием

красителем SYBR Safe (Life Technologies). Очистку фрагментов ДНК проводили с

помощью набора ExoSAP-IT (Affymetrix) в соответствии с методикой

производителя. Фрагменты ITS2 рДНК были прочитаны с двух сторон с

использованием прямого и обратного ПЦР праймеров и набора BigDye (Applied

Biosystems), после чего подвергнуты капиллярному электрофорезу на генетическом

анализаторе Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems). Полученные

последовательности редактировали и выравнивали вручную с использованием ПО

BioEdit v7.1.3 и MegaX (Kumar, S. et al. 2018). Для выравнивания использовали

полученные последовательности, а также 13 последовательностей других штаммов

Vischeria из GenBank. Филогению максимального правдоподобия (ML) строили с

помощью ПО MegaX (Kumar, S. et al. 2018). Бутстрэп-анализ проводили с 1000

повторений. Визуализацию и редактирование деревьев выполняли с использованием

ПО FigTree (1.4.2) и Adobe Photoshop CC (19.0).
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2.1.2 Молекулярная идентификация штаммаMallomonas furtiva SBV-13

Тотальную ДНК из монокультуры штамма экстрагировали с помощью

суспензии InstaGene Matrix (BioRad) в соответствии с протоколом производителя.

Фрагменты рДНК малой субъединицы (SSU rDNA) длиной 1711 пар оснований

амплифицировали с помощью следующих праймеров: 18S-F (Katana, A. et al. 2001) и

18L (Hamby, R. K. et al. 1988). Для амплификации фрагментов ITS1-5.8S-ITS2 рДНК

длиной 542-635 пар оснований использовали праймеры KN1 (Wee, J. L. et al. 2001) и

Chryso_ITSR (Škaloud, P. et al. 2012). Амплификацию маркера rbcL хлоропластной

ДНК длиной 654 пар оснований проводили с использованием праймеров rbcL_2F

(Daugbjerg, N. et al. 1997) и Synura_rbcLR (Gusev, E. S. et al. 2018). Амплификацию

всех исследованных фрагментов проводили с использованием готовой смеси для

ПЦР ScreenMix (Евроген). Условия амплификации фрагментов рДНК: первичная

денатурация при 95°C в течение 5 мин; затем 35 циклов, состоящих из денатурации

при 94°C в течение 30 сек, отжига праймеров при 52°C в течение 30 сек и элонгации

при 72°C в течение 40-90 сек; затем финальная элонгация при 72°C в течение

10 мин. Условия амплификации для фрагментов rbcL были аналогичными, за

исключением числа циклов (40) и температуры отжига праймеров (48°C).

Полученные ампликоны визуализировали с помощью горизонтального

электрофореза в агарозном геле (1,5 %) с окрашиванием красителем SYBR Safe (Life

Technologies). Очистку фрагментов ДНК проводили с использованием набора

ExoSAP-IT (Affymetrix) в соответствии с протоколом производителя. Все

исследованные фрагменты были прочитаны с двух сторон с использованием прямого

и обратного ПЦР праймеров и набора BigDye (Applied Biosystems), после чего

подвергнуты капиллярному электрофорезу на генетическом анализаторе Genetic

Analyzer 3500 (Applied Biosystems). Полученные последовательности редактировали

и выравнивали вручную с использованием ПО BioEdit v7.1.3 и MegaX (Kumar, S. et

al. 2018). Для выравнивания использовали полученные последовательности, а также

73 последовательности других штаммов Mallomonas из GenBank. Кроме того,
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последовательности Synura americana (Škaloud, P. et al. 2012), Synura mamillosa

(Takahashi, K. 1972) и Neotessella lapponica (Skuja) (Jo, B. Y. et al. 2016) были

добавлены в датасет в качестве аутгруппы. Выравнивание последовательностей

выполняли с помощью метода ПО SINA v1.2.11 (Pruesse, E. et al. 2012) для

фрагментов рДНК, и ПО MAFFT v7 (Katoh, K. et al. 2019) для rbcL хлоропластной

ДНК. Филогению максимального правдоподобия (ML) строили с помощью ПО

MegaX (Kumar, S. et al. 2018). Бутстрэп-анализ проводили с 1000 повторений.

Визуализацию и редактирование деревьев выполняли с использованием ПО FigTree

(1.4.2) и Adobe Photoshop CC (19.0).

2.2 Культивирование микроводорослей

Выращивание M. furtiva SBV-13 производилось на модифицированной среде

WC (Guillard, R. R. L. et al. 1972) с десятикратным содержанием нитратов и

фосфатов. Среда содержала 0,85 г/л NaNO3; 0,114 г/л K2HPO4*3H2O; 0,0126 г/л

NaHCO3; 0,0368 г/л CaCl2*2H2O; 0,0212 г/л Na2SiO3*9H2O; 0,5 г/л Трис-буфера; 0,037

г/л MgSO4*7H2O; микроэлементы (4,36 мг/л Na2EDTA; 3,15 мг/л FeCl3 * 6H2O; 0,01

мг/л CuSO4*5H2O; 0,022 мг/л ZnSO4*7H2O; 0,01 мг/л CoCl2*6H2O; 0,18 мг/л

MnCl2*4H2O; 0,006 мг/л Na2MoO4*2H2O; 1 мг/л H3BO3) и витамины (0,1 мг/л

тиамина, 0,0005 мг/л биотина).

Выращивание V. magna SBV-108 проводилась на модифицированной среде

3NBBM содержащей: 0,75 г/л NaNO3; 0,075 г/л K2HPO4; 0,175 г/л KH2PO4; 0,025 г/л

NaCl; 0,025 г/л CaCl2*2H2O; 0,075 г/л MgSO4*7H2O; микроэлементы (4,5 мг/л

Na2ЭДТА; 0,582 мг/л FeCl3 * 6H2O; 0,03 мг/л ZnCl2*7H2O; 0,012 мг/л CoCl2*6H2O;

0,246 мг/л MnCl2*4H2O; 0,006 мг/л Na2MoO4*2H2O).

Культуры выращивались в лабораторном шейкере-инкубаторе Multitron (Infors

HT) при температуре 24°C, постоянном перемешивании 150 об/мин и 5 % объемной

доле CO2 в подаваемом воздухе. Освещение интенсивностью 160 мкмоль

фотонов/м2с1 осуществлялось с фотопериодом 16 ч свет : 8 ч темнота. Для

культивирования использовался 20 % инокулят, и выращивание производилось в
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течение 2 недель. Микроскопия и измерение оптической плотности культур на длине

волны 680 нм выполнялось ежедневно.

После лабораторного этапа выращивания, культуральная жидкость

использовалась для инокулирования полупромышленного фотобиореактора Lumian

AGS260 с рабочим объемом 240 л (Рисунок 6).

Рисунок 6 – Принципиальная схема фотобиореактора Lumian AGS260.

Реактор работал в режиме периодического культивирования. Культуры

выращивались одновременно в разных группах панелей (совокупный объем групп

для каждой культуры составлял 120 л). В каждой из панелей 3 л инокулята

прибавлялось к 12 л свежей питательной среды, после чего культура выращивалась в

течение 14 дней. Освещение осуществлялось с фотопериодом 16 ч свет : 8 ч темнота

в двух режимах интенсивности: 120 мкмоль фотонов/м2с в первую неделю

культивирования и 235 мкмоль фотонов/м2с во вторую неделю культивирования.

Продувание CO2 осуществлялось в течение 30 мин ежедневно; контроль pH 7 и

температуры 24°C осуществлялся в автоматическом режиме. Раз в два дня 20 мл

культуры отбирали из каждой панели для микроскопирования, определения сухой

биомассы и содержания нитратов и фосфатов в среде. На 8 и 14 день выращивания

100 мл культуры отбирали из каждой панели для определения содержания ПНЖК и
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фукоксантина. По истечении 14 дней культивирования, 12 л культуральной жидкости

откачивалось из панели и центрифугировалось на проточной центрифуге CEPA LE

(Biorus). Оставшиеся 3 л культуральной жидкости использовались в качестве

инокулята для следующего этапа. Собранная биомасса подвергалась лиофилизации в

течение 48-72 ч в лиофильной сушке FreeZone (Labconco). Полученный порошок

взвешивался и отправлялся на хранение при -80°C в кельвинатор MDF-U4186S

(Sanyo).

2.3 Определение выхода сухой массы культуры и содержания нитратов и

фосфатов в среде

Для проведения измерений отбирали 20 мл культуральной жидкости из каждой

панели фотобиореактора раз в два дня. Перед измерениями образец

микроскопировали на оптическом микроскопе CX41 (Olympus) при увеличении 400x

для оценки состояния культуры и мониторинга загрязнений. Для определения

массовой концентрации образец центрифугировали при 15000 g в течение 3 мин,

затем полученную биомассу лиофилизировали на сушке Free Zone (Labconco) и

взвешивали на аналитических весах. Оставшийся после центрифугирования

супернатант (12 мл) использовали для определения содержания нитратов и

фосфатов.

Определение содержания нитратов и фосфатов проводили на УФ-ВИД

спектрофотометре DR 6000 (HACH-Lange). Стандарты нитратов Permachem NitraVer

5 Powder Pillows и фосфатов Permachem PhosVer 3 Powder Pillows от производителя

(HACH-Lange) использовались для калибровки прибора. Определение концентраций

производилось согласно интегрированным в прибор протоколам № 357 «N Nitrate

UV» и № 490 «P React. PV» соответственно.
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2.4 Оценка жизнеспособности лиофилизата микроводорослей

Лиофилизат отбирали на кончике стерильного шпателя и помещали в колбу

объемом 50 мл. Затем в колбу добавляли 20 мл среды, в которой исследуемый штамм

микроводоросли культивировался ранее. После трех дней культивирования на столе

при температуре 27°C и постоянном освещении 120 мкмоль фотонов/м2с проводили

визуальную оценку жизнеспособности культуры с помощью микроскопа CX41

(Olympus) при увеличении х400. После визуальной оценки, жизнеспособность

клеток изучали с помощью цитофлуориметрического анализа с использованием

красителя SYTOX Green Nucleic Acid Stain (ThermoFisher Scientific). Для этого к

95 мкл культуры добавляли 5 мкл 50 мкМ раствора красителя и инкубировали в

течение 15 мин в темноте. После этого разбавляли в 5-10 раз фосфатным буфером (в

зависимости от количества клеток в культуре) и анализировали на проточном

цитофлуориметре NovoСyte 2060 (Agilent). Флуоресценцию возбуждали лазером с

длиной волны 488 нм и анализировали в канале FITC 530/30 нм (не менее 10 тыс.

событий). В качестве контрольных образцов использовали живые культуры клеток, а

также неокрашенные лиофилизированные клетки.

2.5 Химический анализ биомассы микроводорослей

2.5.1 Определение содержания фукоксантина

Определение содержания фукоксантина в биомассе производилось следующим

образом. Точную навеску образца 10,0 мг взвешивали в эппендорфе, добавляли

1,0 мл ацетонитрила (АЦН) и помещали на встряхиватель с частотой 1800

встряхиваний в минуту на 10 мин. По окончании экстракт центрифугировали в

течение 3 мин при оборотах 15000 g. Экстракт над осадком объемом 0,9 мл отбирали

с осторожностью мерной пипеткой и переносили в другой эппендорф, после чего в

исходную пробу добавляли 0,5 мл АЦН, повторяли экстракцию и
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центрифугирование и отбирали 0,5 мл оставшегося экстракта. Далее каждый из

экстрактов анализировали раздельно.

Количественное определение содержания фукоксантина в экстрактах

проводили методом ВЭЖХ с использованием градуировочных растворов

фукоксантина. Стандартный раствор фукоксантина (Sigma-Aldrich fucoxanthin

standard PN F6932) в АЦН концентрацией 1 мг/мл готовили взвешиванием 10 мг в

мерной колбе на 10 мл. Градуировочные растворы концентрацией 20, 40, 60, 80 и

100 мкг/мл готовили соответствующим разбавлением стандартного раствора АЦН.

Растворы анализировали в 3-кратном повторе на хроматографе Nexera X2 (Shimadzu)

с диодно-матричным детекторам SPD M20A и ВЭЖХ колонкой Discovery C18 15 x

4,6 мм, 5 мкм (Supelco) в следующих условиях. Подвижная фаза: вода 25 % – АЦН

75 %, 10 мин, градиент до 90 % АЦН до 12 мин, затем 9 % АЦН до 17 мин, обратный

градиент до 75 % АЦН до 18 мин, окончание анализа при 23 мин. Расход подвижной

фазы 1 мл/мин, длина волны детектора 450 нм. Построение градуировочной кривой

осуществляли с помощью программы LabSolution.

Степень извлечения фукоксантина из водорослей определяли путем анализа 3

последовательных экстрактов одного образца одинаковыми объемами растворителя,

1 мл АЦН. После первой экстракции отбирали 0,9 мл экстракта, затем к остатку

добавляли 0,9 мл АЦН, проводили вторую экстракцию, снова отбирали 0,9 мл,

аналогично повторяли экстракцию в третий раз. Было получено следующее

соотношение концентраций экстрактов: С1= 102,5; С2= 13,7; С3= 1,2. Учитывая

последовательность операций и неполный отбор экстракта, при двух экстракциях, с

точностью до погрешности определения, был сделан вывод о том, что вещество

извлекается полностью.

Количество фукоксантина в водорослях рассчитывали по следующей формуле:

Ф (%) = 100*(V1*C1+V2*C2)/M,

Где С1 и С2 – концентрации фукоксантина в первом и втором экстракте;

V1 и V2 – объемы первого и второго экстрактов;
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М – масса навески биомассы.

2.5.2 Определение содержания эйкозапентаеновой кислоты и других жирных

кислот

Определение содержания эйкозапентаеновой кислоты в биомассе

производилось следующим образом. Точную навеску образца лиофильно

высушенной биомассы массой 10 мг помещали в стеклянную пробирку на 10 мл с

закручивающейся крышкой с PTFE прокладкой добавляли пипет-дозатором 600 мкл

внутреннего стандарта нонадекановой кислоты, три стеклянных шарика и 2 мл

раствора HCl в MeOH с концентрацией 1,25 М. Точность дозирования внутреннего

стандарта контролировали весовым методом. Далее пробу перемешивали в течение

1 мин и выдерживали 2 ч при 96 °С на водяном термостате. Каждые 30 мин образцы

встряхивали в течение 15 сек на скорости 1800 об/мин. По истечении 2 ч образцы

охлаждали до комнатной температуры, добавляли 1 мл насыщенного раствора NaCl

и перемешивали пробу. После расслоения отбирали 100 мкл органической фазы,

добавляли 900 мкл гексана и анализировали пробу методом газовой

хромато-масс-спектрометрии на оборудовании Trace GC Ultra DSQ II (Thermo

Scientific) с колонкой HP-5MS 30 м × 0,25 мм × 0,25 мкм. Температурный режим

анализа: изотерма 140 °С 5 мин, нагрев до 280 °С со скоростью 10 °С/мин, изотерма

280 °С 15 мин, ввод пробы объемом 1 мкл в режиме деления потока 1:20, поток

газа-носителя He 1,2 мл/мин. Детектирование аналита осуществлялось в режиме

селективного детектирования ионов SIM с соотношением массы к заряду 67, 74, 79,

87, 91. Количественное определение эйкозапентаеновой кислоты осуществлялось

методом внешнего стандарта эйкозапентаеновой кислоты Eicosapentaenoic acid ethyl

ester standard PHR1790 (Sigma-Aldrich) По калибровочному графику с

использованием внутреннего стандарта нонадекановой кислоты для учета потерь

пробоподготовки.
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Анализ на содержание прочих жирных кислот проводили аналогично анализу

на содержание эйкозапентаеновой кислоты, однако калибровку времен удерживания

проводили по смесям метиловых эфиров жирных кислот Fatty Acid Methyl Esters,

Unsaturated Kit ME14-1KT и Fatty Acid Methyl Esters, Saturated Straight Chains

ME10-1KT (Supelco). Детектирование аналита при

хромато-масс-спектрометрическом анализе состава жирных кислот осуществлялось

в режиме полного ионного тока (70 эВ) в диапазоне соотношений массы к заряду от

50 до 550. Определение содержания жирных кислот осуществлялось методом

внутренней нормализации.

2.5.3 Определение содержания белка

Определение содержания общего белка проводили согласно методике из

публикации (Lowry, O. et al. 1951). 5 мг сухой биомассы смешивали с 25 мл

дистиллированной воды. Готовили реагент путем добавления 1 мл 1 % раствора

тартарата натрия-калия к 50 мл 0,2 г/л раствора карбоната натрия в 0,1 Н NaOH.

Затем 0,5 мл образца добавляли к 0,6 мл 1Н NaOH и помещали на водяную баню

(100°С) на 5 мин. После охлаждения до комнатной температуры, к образцу

добавляли 2,5 мл приготовленного ранее реагента и 0,6 мл реактива

Фолина-Чокалтеу (Ленреактив) после чего смесь перемешивали и оставляли в

темноте на 30 мин. Содержание белка определяли измеряя оптическое поглощение

раствора на длине волны 750 нм на УФ-ВИД спектрофотометре DR 6000

(HACH-Lange).

2.5.4 Определение содержания жиров

Для определения содержания тотальных липидов использовали методику

(Bligh, E. G. et al. 1959) с модификациями. 200 мг сухой биомассы смешивали с

3,2 мл метанола и гомогенизировали. Далее добавляли 4 мл хлороформа и 4 мл

58



метанола и перемешивали в течение 15 мин. После перемешивания добавляли 4 мл

0,3 % раствора NaCl, после чего отделяли верхнюю фракцию, состоящую из

раствора NaCl и метанола. Нижнюю фракцию, содержащую хлороформ и липиды

высушивали и определяли содержание липидов гравиметрически.

2.5.5 Определение содержания углеводов

Для определения содержания углеводов использовали методику (DuBois, M. et

al. 1956). 5 мл сухой биомассы смешивали с 25 мл дистиллированной воды. В

тестовую пробирку добавляли 1 мл образца, 1 мл 5 % раствора фенола и 5 мл

концентрированной серной кислоты и помещали пробирку в ледяную баню для

охлаждения. После охлаждения измеряли оптическую плотность образца на 488 нм

на УФ-ВИД спектрофотометре DR 6000 (HACH-Lange).

2.6 Приготовление тестовых кормов

Тестовые корма готовили путем влажного смешивания гомогенизированного

коммерческого корма Supreme-15 (Coppens) с высушенной биомассой

микроводорослей. Полученную массу высушивали при 50°C, гомогенизировали и

просеивали через сито для получения однородных гранул необходимого размера

(0,5 мм). Было приготовлено три тестовых корма: Корм 1, содержащий 10 %

биомассы V. magna SBV-108; Корм 2, содержащий 10 % биомассы M. furtiva SBV-13;

Корм 3, содержащий 5 % биомассы V. magna SBV-108 и 5 % биомассы M. furtiva

SBV-13. Гомогенизированный корм Supreme-15 (Coppens) использовался в качестве

контроля, его состав приведен в (Таблица 9).

Таблица 9 – Состав контрольного корма Supreme-15 (Coppens).
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2.7 Выращивание тиляпии

Эксперименты по выращиванию тиляпии выполнялись на базе кафедры

Аквакультуры и водных биоресурсов ФГБУ ВО Астраханского государственного

технического университета (АГТУ). Методика эксперимента и протоколы

выращивания рыбы были одобрены Комитетом по этике работы с животными АГТУ.

Мальки красной тиляпии Oreochromis mossambicus × Oreochromis niloticus,

выращенные в АГТУ, с исходной массой 0,56 ± 0,04 г были случайным образом

распределены по 12 аквариумам объемом 10 л с плотностью посадки 10 мальков на

аквариум. Каждый аквариум был оснащен индивидуальным биофильтром и

системой контроля температуры. 5 % воды в каждом аквариуме обновлялось

ежедневно.

Качество воды контролировалось ежедневно для соответствия следующим

параметрам: температура 29-30°C, pH 7-8, растворенный кислород 8-10 мг/л, общий

аммонийный азот <0,8 мг/л, концентрация нитритов <0,15 мг/л, концентрация

нитратов 100-200 мг/л, проводимость 8000-3000 мкСм/см. Фотопериод 16 ч свет : 8 ч

темнота использовался для стимулирования природного освещения. Длительность
60

Жиры (% сухой массы) 15

Клетчатка (% сухой массы) 1,8

Зола (% сухой массы) 8,1

Общий фосфор (% сухой массы) 1,06

Витамин A (УЕ/кг) 10000

Витамин D (УЕ/кг) 2790

Витамин Е (мг/кг) 200

Витамин C (мг/кг) 490

Общая энергия (кДж/г) 21

Легко усваиваемая энергия (кДж/г) 19,2



эксперимента составляла 15 дней. Тестовые корма были случайным образом

распределены между аквариумами, по 3 аквариума на каждый корм. Рыбу кормили

вручную четыре раза в день в следующих временных интервалах: 7:00-7:30,

11:00-11:30, 15:00-15:30 и 19:00-19:30; дневная норма кормления составляла 7,5 % от

массы тела (El-Dahhar, A. A. 2007).

2.8 Контроль параметров воды

Температура, pH, проводимость и растворенный кислород в каждом аквариуме

проверяли дважды в день в 7:00 и в 19:00 с помощью предварительно

откалиброванного мультипараметрического анализатора HI2030-02 edge (Hanna

Instruments). Содержание нитратов, нитритов и общего аммонийного азота в каждом

аквариуме измеряли ежедневно с помощью УФ-ВИД спектрофотометра DR 6000

(HACH-Lange). Для определения содержания нитратов использовался реагент

NitraVer 5 Nitrate Reagent Powder Pillows и методика Method 8039 от производителя

(HACH-Lange). Для определения содержания нитритов использовался реагент

NitriVer 2 Nitrite Reagent Powder Pillows и методика Method 8153 от производителя

(HACH-Lange). Для определения общего аммонийного азота использовался набор

реагентов Nitrogen, Total, LR, Test ‘N Tube Reagent Set и методика Method 10071 от

производителя (HACH-Lange).

2.9 Химический анализ кормов и рыбы

Химический анализ кормов и мяса рыбы проводили согласно единым

стандартным методикам. Перед началом эксперимента 10 мальков из той же партии,

что и экспериментальные рыбы, были использованы для определения исходного

химического состава мяса. Сухая масса и содержание воды определяли

высушиванием образцов при 103°С в течение 4 ч до постоянной массы (ISO 6496).

Содержание золы определяли путем сжигания образцов в муфельной печи при

550°С в течение 4 ч (ISO 5984). Содержание белка (N x 6,25) определяли по
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Къельдалю (ISO 5983). Содержание жира определяли с помощью экстракции по

Сокслету (ISO 5986). Содержание углеводов вычисляли путем вычитания массы

белка, жиров и золы из сухой массы образца.

2.10 Оценка ростовых характеристик и показателей эффективности кормления

Для определения ростовых характеристик и показателей эффективности

кормления использовали формулы из публикаций (Sarker, P. K. et al. 2016a), (Sarker,

P. K. et al. 2016b), (Sarker, P. K. et al. 2018).

1) Абсолютный прирост вычисляли как разность между усредненной

итоговой (M1) и исходной (M0) массой рыбы в граммах.

2) Абсолютную скорость роста (AGR) вычисляли по формуле:

𝐴𝐺𝑅 =
𝑀

1
−𝑀

0

𝑇

где:

M0 – исходная масса рыбы, г;

M1 – итоговая масса рыбы, г;

Т – длительность эксперимента, дней.

3) Удельную скорость роста (SGR) вычисляли по формуле:

𝑆𝐺𝑅 =
[𝑙𝑛 𝑀

1
 − 𝑙𝑛 𝑀

0
 ]

𝑇 ×100

где:

M0 – исходная масса рыбы, г;

M1 – итоговая масса рыбы, г;

Т – длительность эксперимента, дней.

4) Выживаемость определяли путем учета мертвых рыб во время

ежедневной чистки аквариумов по формуле:
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Выживаемость = Исходное количество рыб в аквариуме
Итоговое количество рыб в аквариуме ×100%

5) Конверсию корма (FCR) вычисляли по формуле:

𝐹𝐶𝑅 = Суммарное потребление корма (г)
Суммарный прирост массы (г)

6) Прирост на грамм кормового белка (PER) вычисляли по формуле:

𝑃𝐸𝑅 =
𝑀

1
−𝑀

0

𝑃
𝑖

где:

M0 – исходная масса рыбы, г;

M1 – итоговая масса рыбы, г;

Pi – суммарное потребление белка с кормом, г.

7) Эффективность использования белка (PPV) вычисляли по формуле:

𝑃𝑃𝑉 =
𝑃

1
−𝑃

0

𝑃
𝑖

×100%

где:

P0 – исходное содержание белка в мясе рыбы, г;

P1 – итоговое содержание белка в мясе рыбы, г;

Pi – суммарное потребление белка с кормом, г.

8) Эффективность использования энергии (EPV) вычисляли по формуле:

𝐸𝑃𝑉 =
𝐸

1
−𝐸

0

𝐸
𝑖

×100%

где:

E0 – исходное содержание энергии в мясе рыбы, кДж;

E1 – итоговое содержание энергии мясе рыбы, кДж;

Ei – суммарное потребление энергии с кормом, кДж.

9) Содержание энергии в мясе рыб вычисляли по формуле:

Энергия = 23, 66×𝑃 + 39, 57×𝐹 + 17, 17×𝐶

где:
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P, F и C – содержание белка, жира и углеводов, соответственно, в мокрой

массе, г

10) Статистический анализ выполняли с использованием ПО STATISTICA

(StatSoft). Данные ростовых характеристик, показателей эффективности кормления и

химического состава мяса рыб подвергали однофакторному дисперсионному

анализу ANOVA и тесту Тьюки в случае сравнения нескольких экспериментальных

групп. Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего

(SEM) по трем повторностям (n=3). Отсутствие индексов или одинаковые индексы в

рамках одного ряда данных свидетельствует об отсутствии статистически значимых

различий между величинами (p > 0,05), в то время как разные индексы

свидетельствуют о наличии статистически значимых различий между величинами (p

< 0,05).
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Глава 3. Результаты и обсуждение

3.1 Биотехнологическое исследование штамма Vischeria magna SBV-108

3.1.1 Описание штамма

Отдел: Heterokontophyta

Класс: Eustigmatophyceae

Порядок: Eustigmatales

Семейство: Chlorobotryaceae

Род: Vischeria

Штамм: Vischeria magna SBV-108 (J.B. Petersen, Kryvenda, Rybalka, Wolf &

Friedl) (Синоним: Eustigmatos magnus (J.B. Petersen D.J. Hibberd); Pleurochloris

magna (J.B. Petersen)) (Рисунок 7). Vischeria magna SBV-108 депонирован в

Коллекции живых штаммов микроводорослей Института Биологии Коми НЦ УРО

РАН (SYKOA) под регистрационным номером SYKOA E-07-09 (SYKOA,

Сыктывкар, Россия, https://ib.komisc.ru/sykoa/eng/collection/ 280/).

Рисунок 7 – Вегетативные клетки V. magna SBV-108. Масштабная линейка 10

мкм.

Репрезентативный сиквенс ITS2 рДНК: GenBank PP178161.

Происхождение: Выделен из почвы, травяно-злаково-ивняковое сообщество

20 VII 2009, Россия, Приполярный Урал, гора Баркова 65º12′34″ N, 60º15′45″E, 630 м
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над уровнем моря. Детальное описание местообитания, включая химию почвы,

представлено в публикации (Patova, E. N. et al. 2023).

Морфологическое описание: форма клеток шаровидная, размер 6-14 мкм, в

оптимальных условиях большинство клеток имеет диаметр 10-11 мкм; пиреноид

полигональный, крупный, угловой, без обкладки и тилакоидов; хроматофор

чашевидный, с глубоко вырезанными лопастными краями; штамм размножается

зооспорами и автоспорами, у зооспоры имеется один жгутик, автоспоры образуются

по 2-4 шт; при длительном хранении клетки увеличиваются в размерах за счет

вакуолизации, цитоплазма гранулируется, происходит обесцвечивание хлоропластов.

Размер и форма клеток совпадает с описанием в (Ettl 1978). Сравнение с другими

штаммами рода Vischeria на основе ITS2 рДНК показало, что штамм относится к

кладе Vischeria magna (Рисунок 8).

Рисунок 8 – Неукорененное Байесовское древо ITS2 рДНК штаммов рода
Vischeria. Значения бутстрепа приведены у узлов. Масштабная линейка отражает
число замен на 1 сайт.
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3.1.2 Оценка жизнеспособности лиофилизата

Микроскопирование культуры V. magna SBV-108 показало, что после

лиофилизации форма клеток не изменялась, клеточная стенка оставалась четко

очерченной, все органеллы находились внутри клеток. На рисунке 9 показано

состояние клеток после лиофилизации. При инкубировании лиофилизата V. magna

SBV-108 на питательной среде происходило увеличение оптической плотности

суспензии.

Рисунок 9 – Микрофотография клеток V. magna SBV-108 после лиофилизации.

Данные микроскопирования подтверждались результатами

цитофлуориметрического анализа. Для неокрашенных клеток лиофилизата V. magna

SBV-108 сигнал флуоресценции достигал 105 (Рисунок 10А). Для живых клеток в

присутствии SYTOX Green флуоресценция оставалась на таком же уровне. События

с флуоресценцией выше 106 принимались за мертвые клетки. В живой культуре

присутствовало не более 3 % мертвых клеток (Рисунок 10Б). В лиофилизированном

образце около 5 % мертвых клеток (Рисунок 10В). Таким образом, было показано,

что клетки V. magna SBV-108 сохраняют жизнеспособность после лиофилизации.
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Рисунок 10 – Оценка жизнеспособности клеток V. magna SBV-108 после
лиофилизации. А – неокрашенный лиофилизат, Б – живая культура, окрашенная
SYTOX Green, В – образец после лиофилизации и окрашивания.

3.1.3 Культивирование и химический анализ биомассы

При культивировании в фотобиореакторе Lumian AGS260 V. magna SBV-108

достиг финальной концентрации сухой массы 4 г/л, что соответствует массовой

продуктивности 0,29 г/л/день. Питательные вещества среды были полностью

утилизированы штаммом в течение 14-дневного цикла культивирования. Кривые

роста и поглощения питательных веществ для V. magna SBV-108 приведены ниже

(Рисунок 11).

Рисунок 11 – Кривые роста и поглощения питательных веществ для V. magna
SBV-108
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В условиях эксперимента штамм достиг высокого содержания липидов –

38,6 % сухой массы. В его жирнокислотном профиле доминировали омега-7

пальмитолеиновая кислота (50 мг/г сухой массы) и омега-3 эйкозапентаеновая

кислота (46,1 мг/г сухой массы). Химический состав биомассы V. magna SBV-108

приведен ниже (Таблица 10).

Таблица 10 – Химический состав биомассы V. magna SBV-108.

Компонент Содержание, % сухой массы

Белок 23,2

Жиры 38,6

Углеводы 28,2

Зола 10,0

Жирнокислотный профиль Содержание, мг/г сухой массы

C14:0 2,5

C16:1 (n-7) 50,1

C16:0 12,2

C18:2 (n-6) 13,8

C18:1 (n-9) 9,5

C20:4 (n-6) 6,3

C20:5 (n-3) ЭПК 46,1

Содержание эйкозапентаеновой кислоты в биомассе на 8 и 14 день

культивирования различалось незначительно. Максимальный объемный выход

эйкозапентаеновой кислоты при культивировании V. magna SBV-108 был достигнут

на 14 день культивирования и составил 186,6 мг/л, в то время как максимальная

объемная продуктивность была достигнута на 8 день культивирования и составила

17,4 мг/л/день (Таблица 11).
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Таблица 11 – Объемная продуктивность штамма V. magna SBV-108 по биомассе и
эйкозапентаеновой кислоте (ЭПК) при культивировании в фотобиореакторе (120 л).
Параметр 8 день

культивирования
14 день

культивирования

Объемный выход биомассы, г/л 3,02 ± 0,08 4,00 ± 0,06

Объемная продуктивность по биомассе,
г/л/день

0,38 ± 0,01 0,29 ± 0,01

Содержание ЭПК в биомассе, мг/г 45,93 ± 0,61 46,13 ± 1,06

Объемный выход ЭПК, мг/л 139,53 ± 3,48 185,63 ± 2,96

Объемная продуктивность по ЭПК,
мг/л/день

17,44 ± 0,44 13,26 ± 0,21

*Значения представлены как среднее ± SEM

3.1.4 Обсуждение

Наиболее перспективным биотехнологическим свойством штамма V. magna

SBV-108 является накопление большого количества ЭПК в биомассе. По

литературным данным, V. magna SBV-108 является лидером по данному показателю

среди всех описанных на сегодняшний день природных пресноводных штаммов

микроводорослей при фотоавтотрофном выращивании (Таблица 12).

Таблица 12 – Содержание эйкозапентаеновой кислоты (ЭПК) в биомассе
микроводорослей при фотоавтотрофном выращивании.

Штамм Среда обитания Содержание ЭПК,
мг/г сухой массы

Ссылка на
литературный

источник
Nannochloropsis
oceanica CY2 морской 55,7 (Chen, C. Y. et al.

2013)

Vischeria magna
SBV-108 пресноводный 46,1 Настоящее

исследование

Phaeodactylum
tricornutum морской 38,9 (Jakhwal, P. et al.

2022)

Phaeodactylum
tricornutum II242 морской 38,6 (Alonso, D. L. et al.

1996)

Pavlova sp. CS-50 морской 35,2 (Martínez-Fernández,
E. et al. 2006)
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Nannochloropsis
oceanica IMET1 морской 31,2 (Jakhwal, P. et al.

2022)

Nannochloropsis
oculata морской 30,8 (Jakhwal, P. et al.

2022)
Phaeodactylum
tricornutum NIVA
BAC 2

морской 28,4 (Patil, V. et al. 2007)

Nannochloropsis
oceanica NIVA 2/03 морской 23,4 (Patil, V. et al. 2007)

Porphyridium
cruentum SRP-6 морской 23,2 (Cohen, Z. et al. 1992)

Nitzschia sp. FD397 пресноводный 23,1 (Peltomaa, E. et al.
2019)

Pavlova lutheri морской 23,1 (Jakhwal, P. et al.
2022)

Diatoma tenuis CPCC
62 пресноводный 18,9 (Peltomaa, E. et al.

2019)

Aurantiochytrium sp.
SD116::PfaA-D морской 18,7 (Wang, S. et al. 2020)

Pavlova sp. NIVA
4/92 морской 18,0 (Patil, V. et al. 2007)

Chaetoceros sp.
CS-256 морской 15,4 (Martínez-Fernández,

E. et al. 2006)

Gymnodinium fuscum
K-1836 пресноводный 13,7 (Peltomaa, E. et al.

2019)
Stephanodiscus
hantzschii CPCC 267
(CCAP 1079/4)

пресноводный 12,6 (Peltomaa, E. et al.
2019)

Chaetoceros muelleri
CS-176 морской 10,4 (Martínez-Fernández,

E. et al. 2006)

Peridinium cinctum
K-1721 пресноводный 10,2 (Peltomaa, E. et al.

2019)

Rhodomonas baltica морской 8,0 (Wang, X. et al. 2019)

Porphyridium
cruentum NIVA 1/92 морской 6,1 (Patil, V. et al. 2007)

Tetraselmis suecica
NIVA 3/92 морской 4,8 (Patil, V. et al. 2007)

Rhodomonas baltica
NIVA 5/91 морской 4,4 (Patil, V. et al. 2007)
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V. magna SBV-108 показал высокий объемный выход биомассы (4 г/л) и ЭПК

(185,6 мг/л) при культивировании в панельном фотобиореакторе Lumian AGS260 в

объеме 120 л (Таблица 11). Объемная продуктивность штамма по ЭПК также

является самой высокой среди описанных в литературе природных штаммов

микроводорослей при фотоавтотрофном выращивании в объеме более 50 л

(Таблица 13). Следует отметить, что в отличие от большинства высокоэффективных

продуцентов ЭПК, V. magna SBV-108 является пресноводным, что потенциально

обеспечивает ему преимущество при культивировании в закрытых

фотобиореакторах за счет снижения образования солевых осадков и более низкой

стоимости питательных сред.

Таблица 13 – Объемная продуктивность по эйкозапентаеновой кислоте (ЭПК)
различных штаммов микроводорослей, культивированных в фотобиореакторах
объемом более 50 л.

Штамм Среда обитания
Объем

фотобиореактор
а, л

Продуктивност
ь по ЭПК,
мг/л/день

Ссылка на
литературный

источник

Vischeria magna
SBV-108 пресноводный 120 17,4 Настоящее

исследование

Nannochloropsis
sp. морской 500 11,7

(Cheng-Wu, Z. et
al. 2001)

Nannochloropsis
gaditana B-3 морской 250 11,5

(Camacho-Rodrí
guez, J. et al.

2014)

Isochrysis
galbana ALII-4 морской 50 8,2

(Grima, E. M. et
al. 1994)

Phaeodactylum
tricornutum
UTEX 640

морской 51 7,1
(Benavides, A.

M. S. et al. 2013)

Tribonema
aequale
SAG200.80

пресноводный 140 2,7
(Long, J. et al.

2022)
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Halamphora
coffeaeformis морской 300 1,3

(Popovich, C. A.
et al. 2020)

Nannochloropsis
gaditana морской 100 1,3

(Nogueira, N. et
al. 2020)

Tribonema minus
UTEX B 3156

пресноводный 1000 1,11
(Davis, A. K. et

al. 2021)

Phaeodactylum
tricornutum
PTN0301

морской 70 0,9
(Simonazzi, M.

et al. 2019)

Nannochloropsis
salina CCMP
1776

морской 7500 0,8
(Crowe, B. et al.

2012)

3.2 Биотехнологическое исследование штаммаMallomonas furtiva SBV-13

3.2.1 Описание штамма

Отдел: Gyrista

Класс: Chrysophyceae

Порядок: Synurophyceae

Семейство: Mallomonadaceae

Род: Mallomonas

Штамм: Mallomonas furtiva SBV-13 (E.S. Gusev) (Синоним: Mallomonas

kalinae (E.S. Gusev)) (Рисунок 12). Mallomonas furtiva SBV-13 депонирован в

Национальном биоресурсном центре Всероссийской коллекции промышленных

микроорганизмов НИЦ «Курчатовский институт» под регистрационным номером

ВКПМ AI-23 (Каталог микроорганизмов. URL:

https://vkpm.genetika.ru/katalog-mikroorganizmov).
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Рисунок 12 – А, Б - Вегетативные клетки M. furtiva SBV-13 (масштабная
линейка 10 мкм); В, Г - кремнеземные чешуйки клеток M. furtiva SBV-13
(масштабная линейка 1 мкм).

Репрезентативный сиквенс 18S рДНК: GenBank KX905104

Происхождение: Выделен из безымянного пресноводного водоема в

провинции Кханьхоа, Вьетнам, N 12°15.016′, 109°09.083′ E.

Морфологическое описание: Клетки имеют удлиненно-эллипсоидную форму,

размером 18-25 × 8-15 мкм. Клетки покрыты овальными кремнеземными чешуйками

размером 3,6-4,3 × 2,2-2,5 мкм. Хлоропласт одиночный, двухлопастной. Клетки с

двумя жгутиками, короткий и длинный (виден только длинный). При длительном

хранении без пересева клетки обездвиживаются и образуют скопления в слизи.

Данные молекулярных исследований показывают, что Mallomonas furtiva SBV-13

наиболее близок к Mallomonas rasilis и Mallomonas kalinae (Рисунок 13).
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Рисунок 13 – Байесовское древо штаммов рода Mallomonas на основе
комбинированного анализа рДНК малой субъединицы (SSU rDNA) и rbcL
хлоропластной ДНК. Значения байесовских апостериорных вероятностей и
бутстрепа максимального правдоподобия приведены слева и справа от
разделительных линий, соответственно. Масштабная линейка отражает число замен
на 1 сайт. Два штамма рода Synura и штамм Neotessella lapponica использованы в
качестве аутгруппы.
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3.2.2 Оценка жизнеспособности лиофилизата

Проведенный анализ показал, что лиофилизированные клетки штамма M.

furtiva SBV-13 не сохраняют жизнеспособность. Микроскопирование показало, что

после лиофилизации форма клеток изменилась, внутриклеточное содержимое часто

находилось вне клетки. На рисунке 14 показано состояние клеток M. furtiva SBV-13

после лиофилизации. При инкубировании лиофилизата на питательной среде

оптическая плотность суспензии не увеличивалась, при этом наблюдалась

дальнейшая деградация клеток.

Рисунок 14 – Микрофотография клеток M. furtiva SBV-13 после лиофилизации.

Для неокрашенных клеток M. furtiva SBV-13 сигнал флуоресценции составлял

104 (Рисунок 15А). События с флуоресценцией 106 и более принимались за мертвые

клетки водорослей. В живой культуре присутствовало около 10 % мертвых клеток

(Рисунок 15Б). В образце после лиофилизации все клетки погибли (Рисунок 15В).
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Рисунок 15 – Оценка жизнеспособности клеток M. furtiva SBV-13 после
лиофилизации. А – неокрашенный лиофилизат. Б – живая культура, окрашенная
SYTOX Green. В – образец после лиофилизации и окрашивания.

3.2.3 Культивирование и химический анализ биомассы

При культивировании в фотобиореакторе Lumian AGS260 M. furtiva SBV-13

показал финальную концентрацию сухой массы 2 г/л и массовую продуктивность

0,14 г/л/день. Питательные вещества среды были полностью утилизированы в

течение 14-дневного цикла культивирования. Кривые роста и поглощения

питательных веществ для M. furtiva SBV-13 приведены ниже (Рисунок 16).

Рисунок 16 – Кривые роста и поглощения питательных веществ для M. furtiva
SBV-13.
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В условиях эксперимента биомасса M. furtiva SBV-13 содержала 41,3 % белка,

15,4 % жиров и 15,7 % углеводов. В жирнокислотном профиле штамма преобладали

омега-9 олеиновая кислота (29,5 мг/г сухой массы) и миристиновая кислота

(19,3 мг/г сухой массы). Химический состав биомассы приведен ниже (Таблица 14).

Таблица 14 – Химический состав биомассы M. furtiva SBV-13.

Компонент Содержание, % сухой массы

Белок 41,3

Жиры 15,4

Углеводы 15,7

Зола 25,0

Фукоксантин 2,6

Жирнокислотный профиль Содержание, мг/г сухой массы

C14:0 19,3

C16:0 7,9

C18:1 (n-9) 29,5

C18:2 (n-6) 12,7

C18:4 (n-3) 10,4

C22:2 (n-6) 2,1

Содержание фукоксантина в биомассе M. furtiva SBV-13 на 8 и 14 день

культивирования различалось незначительно, и в среднем составило 25,9 мг/г сухой

массы. Объемный выход фукоксантина составил 53,7 мг/л, а максимальная объемная

продуктивность была достигнута на 8 день культивирования и составила

6,1 мг/л/день (Таблица 15).

Таблица 15 – Объемная продуктивность штамма M. furtiva SBV-13 по биомассе и
фукоксантину при культивировании в фотобиореакторе (120 л).

Параметр
8 день

культивирования
14 день

культивирования
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Объемный выход биомассы, г/л 1,82 ± 0,07 2,06 ± 0,08

Объемная продуктивность по биомассе,
г/л/день

0,23 ± 0,01 0,15 ± 0,01

Содержание фукоксантина в биомассе, мг/г 25,88 ± 0,19 26,10 ± 0,31

Объемный выход фукоксантина, мг/л 48,48 ± 1,77 53,70 ± 2,13

Объемная продуктивность по
фукоксантину, мг/л/день

6,06 ± 0,22 3,84 ± 0,15

*Значения представлены как среднее ± SEM

3.2.4 Обсуждение

Ключевой биотехнологической особенностью Mallomonas furtiva SBV-13

является способность накапливать большие количества каротиноида фукоксантина –

26,1 мг/г сухой массы – что является наивысшим значением среди известных в

настоящий момент природных штаммов микроводорослей при фотоавтотрофном

выращивании (Таблица 16).

Таблица 16 – Содержание фукоксантина в биомассе микроводорослей при
фотоавтотрофном выращивании.

Штамм Среда обитания
Содержание

фукоксантина, мг/г
сухой массы

Ссылка на
литературный

источник
Mallomonas furtiva
SBV-13 пресноводный 26,1 Настоящее

исследование

Odontella aurita
SCCAP K-1251 морской 21,7 (Xia, S. et al. 2013)

Isochrysis aff.
galbana CCMP1324 морской 18,2 (Kim, S. M. et al.

2012)

Isochrysis sp. морской 17 (Crupi, P. et al. 2013)

Phaeodactylum
tricornutum KMMCC
(B-007)

морской 15,7 (Kim, S. M. et al.
2012)

Phaeodactylum
tricornutum UTEX
646

морской 10,3 (Eilers, U. et al. 2016)
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Phaeodactylum
tricornutum UTEX
L642

морской 10,2 (Petrushkina, M. et al.
2017)

Phaeodactylum
tricornutum
KMMCC-14

морской 8,5 (Kim, S. M. et al.
2012)

Prymnesium parvum пресноводный 7,9 (Allen, M. B. et al.
1960)

Sellaphora minima пресноводный 7,2 (Gerin, S. et al. 2020)

Isochrysis galbana
KMMCC-12 морской 6,0 (Kim, S. M. et al.

2012)
Nitzschia cf.
carinospeciosa
SBV-25

пресноводный 5,5 (Petrushkina, M. et al.
2017)

Cylindrotheca
closterium морской 5,3 (Pasquet, V. et al.

2011)

Nitzschia palea пресноводный 5,3 (Gerin, S. et al. 2020)

Chaetoceros
calcitrans морской 5,2 (Foo, S. C. et al.

2015)

Nitzschia sp.
KMMCC-308 морской 4,9 (Kim, S. M. et al.

2012)
Nitzschia cf.
carinospeciosa
SBV-26

пресноводный 4,0 (Petrushkina, M. et al.
2017)

Ochromonas danica пресноводный 3,1 (Allen, M. B. et al.
1960)

Cyclotella
meneghiniana
SBV-23

пресноводный 2,3 (Petrushkina, M. et al.
2017)

Chaetoceros gracilis
KMMCC-27 морской 2,2 (Kim, S. M. et al.

2012)
Cyclotella
meneghiniana
SBV-11

пресноводный 2,0 (Petrushkina, M. et al.
2017)

Phaeodactylum
tricornutum UTEX
640

морской 1,8 (Rebolloso-Fuentes,
M. M. et al. 2001)

Paralia longispina
SBV-19 морской 1,4 (Petrushkina, M. et al.

2017)

Chromulina
ochromonoides пресноводный 1,3 (Withers, N. W. et al.

1981)

Mougeotia sp. пресноводный 0,9 (Soares, A. T. et al.
2019)
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Cyclotella cf. cryptica
SBV12 пресноводный 0,7 (Petrushkina, M. et al.

2017)

Selenastrum
bibraianum пресноводный 0,4 (Soares, A. T. et al.

2019)
Desmodesmus
denticulatus var.
linearis

пресноводный 0,07 (Soares, A. T. et al.
2019)

Штамм показал достаточно быстрый и устойчивый рост в полупромышленном

фотобиореакторе Lumian AGS260 в объеме 120 л и достиг максимальной объемной

продуктивности по фукоксантину 6,1 мг/л/день на 8 день культивирования

(Таблица 15). Данный показатель также является одним из наиболее высоких для

природных штаммов, выращиваемых фотоавтотрофно в реакторах сопоставимого

объема: cреди всех описанных в литературе штаммов лишь Odontella auriata (Xia et

al., 2013) показал большую продуктивность по фукоксантину 6,9 мг/л/день

(Таблица 17). Следует отметить, что все упоминаемые в литературе

высокопродуктивные штаммы являются морскими, что потенциально удорожает их

культивирование по сравнению с M. furtiva SBV-13 за счет более высокой стоимости

питательных сред и необходимости борьбы с осаждением солей при эксплуатации

закрытых фотобиореакторов.

Таблица 17 – Объемная продуктивность по фукоксантину различных штаммов
микроводорослей, культивированных в фотобиореакторах объемом более 50 литров.

Штамм
Среда

обитания

Объем
фотобиореакто

ра, л

Продуктивность
по

фукоксантину,
мг/л/день

Ссылка на
литературный

источник

Odontella
auriata морской 75 6,9

(Xia, S. et al.
2013)

Mallomonas
furtiva SBV-13 пресноводный 120 6,1 Настоящее

исследование

Thalassiosira
weissflogii морской 800 5,1

(Marella, T. K. et
al. 2020)
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Phaeodactylum
tricornutum морской 50 4,7

(Gao, B. et al.
2017)

Odontella
auriata K-1251

морской 240 3,7
(Zhang, H. et al.

2022)

Pavlova sp.
OPMS 30543

морской 60 1,1
(Kanamoto, A. et

al. 2021)

Tisochrysis
lutea морской 190 0,7

(Gao, B. et al.
2017)

3.3 Исследование влияния включения биомассы Vischeria magna SBV-108 и

Mallomonas furtiva SBV-13 в стартовый корм на ростовые характеристики и

эффективность кормления мальков тиляпии

3.3.1 Состав исследованных кормов

Состав исследованных кормов представлен ниже (Таблица 18). Добавление

биомассы V. magna SBV-108 в Корм 1 и 3 привело к незначительному увеличению

содержания жиров и снижению содержания белка, в то время как Корм 2,

содержащий биомассу M. furtiva SBV-13, практически не отличался от контрольного

корма по данным параметрам. Добавление микроводорослей незначительно

увеличило содержание углеводов во всех тестовых кормах, при этом общая энергия

кормов практически не изменилась.

Таблица 18 – Химический состав исследованных кормов.
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Компонент Контроль Корм 1 Корм 2 Корм 3

Биомасса M. furtiva SBV-13
(%) 0 0 10 5

Биомасса V. magna SBV-108
(%) 0 10 0 5

Белок (% сухой массы) 46,0 43,7 45,8 45,1



3.3.2 Ростовые характеристики рыб

Итоговая масса всех рыб по окончании эксперимента превысила 1 г, что

говорит об эффективности исследованных кормов. За время эксперимента не было

зафиксировано гибели рыб ни в одном из аквариумов. Наибольшую эффективность

роста продемонстрировали рыбы, получавшие Корм 1 (содержащий 10 % биомассы

V. magna SBV-108), их средняя итоговая масса составила 1,27 г, что почти на 25 %

выше аналогичного показателя контрольной группы (1,03 г) (p<0,05). Итоговая масса

рыб, получавших Корм 3 (содержащим 5 % биомассы V. magna SBV-108 и 5 %

биомассы M. furtiva SBV-13) и Корм 2 (содержащим 10 % биомассы M. furtiva

SBV-13) не показала статистически значимого отличия от итоговой массы рыб

контрольной группы. Средние значения абсолютного прироста и абсолютной

скорости роста рыб во всех экспериментальных группах превышали показатели

контрольной группы, однако только для Корма 1 эта разница была статистически

значимой. Удельная скорость роста была наивысшей у рыб из группы Корма 1 (на

25 % выше контроля) (p<0,05), затем следовали группы Корма 3, Корма 2 и

контрольная группа, которые статистически значимо не различались. Следует

отметить, что рыбы очень быстро реагировали на корм, особенно на содержащие

микроводоросли Корма 1-3. Можно предположить, что корма с добавлением

микроводорослей обладали дополнительными аттрактивными свойствами.

Обобщенные данные ростовых характеристик рыб приведены ниже (Таблица 19,

Рисунок 17, 18).
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Жиры (% сухой массы) 15,0 17,3 15,1 16,2

Углеводы (% сухой массы) 8,0 9,9 8,9 9,3

Общая энергия (кДж/г) 21 22 21 22



Таблица 19 - Влияние исследованных кормов на ростовые характеристики мальков
тиляпии.

Параметр Контроль Корм 1 Корм 2 Корм 3 F-крит
ерий

P-знач
ение

Исходная масса
(г) 0,57 ± 0,02a 0,58 ± 0,01a 0,58 ± 0,02a 0,53 ± 0,01a 1,72 0,167

Итоговая масса
(г) 1,03 ± 0,03a 1,27 ± 0,07b 1,08 ± 0,05a,c 1,10 ± 0,04a,b,c 4,56 0,005

Абсолютный
прирост (г) 0,46 ± 0,04a 0,70 ± 0,07b 0,50 ± 0,05a,c 0,57 ± 0,04a,b,c 4,56 0,005

AGR (г/день) 0,03 ±
0,002a

0,05 ±
0,005b

0,03 ±
0,003a,c

0,04 ±
0,003a,b,c 4,07 0,009

SGR (%/день) 3,97 ± 0,31a 5,16 ± 0,37b 4,06 ± 0,32a,b 4,81 ± 0,26a,b 3,38 0,021

Выживаемость
(%) 100 100 100 100 - -

*Значения представлены как среднее ± SEM по трем повторностям (n = 3). Значения с разными
индексами в пределах одной строки статистически значимо различаются (p<0,05).

Рисунок 17 – Параметры роста: исходная масса, итоговая масса и абсолютный
прирост. Значения представлены как среднее по трем повторностям (n=3). Значения
с разными индексами в пределах одной диаграммы статистически значимо
различаются (p<0,05). Пределы погрешностей обозначают стандартную ошибку
среднего (SEM).
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Рисунок 18 – Параметры роста: абсолютная скорость роста (AGR) и удельная
скорость роста (SGR). Значения представлены как среднее по трем повторностям
(n=3). Значения с разными индексами в пределах одной диаграммы статистически
значимо различаются (p<0,05). Пределы погрешностей обозначают стандартную
ошибку среднего (SEM).

3.3.3 Показатели эффективности кормления

Конверсии корма, а также эффективность использования белка и энергии

являются одними из важнейших показателей эффективности кормов. Лучший

показатель конверсии был достигнут для Корма 1 (1,07), в то время как Корм 2 (1,43)

и Корм 3 (1,13) не показали статистически значимых различий по сравнению с

контрольным кормом (1,56). Значение прироста на грамм кормового белка было

значительно выше для Корма 1 (2,84) по сравнению с Кормом 2 (1,94) и

контрольным кормом (1,77), в то время как Корм 3 (2,23) не показал статистически

значимых различий по данному параметру по сравнению с любой другой группой.

Показатель эффективности использования протеина при добавлении

микроводорослей существенно повысился в случае Корма 1 (26 %) и Корма 3 (20 %),

в то время как Корм 2 (18 %) не показал статистически значимых различий с
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контролем (14 %). Значения эффективности использования энергии составили 16 %,

12 %, 13 % (Корма 1-3) и 11 % (контрольный корм), причем только Корм 1 показал

статистически значимое отличие от контроля. Обобщенные данные эффективности

кормления представлены ниже (Таблица 20, Рисунок 19, 20).

Таблица 20 – показатели эффективности кормления мальков тиляпии.

Параметр Контроль Корм 1 Корм 2 Корм 3 F-критерий P-значение

FCR 1,56 ±
0,17a 1,07 ± 0,11b 1,43 ±

0,13a,b 1,13 ± 0,09a,b 3,27 0,024

PER 1,77 ±
0,14a 2,84 ± 0,27b 1,94 ±

0,18a,c
2,23 ±
0,14a,b,c 5,77 0,001

PPV (%) 14 ± 1a 26 ± 2b 18 ± 1a,c 20 ± 1c 13,36 <0,001

EPV (%) 11 ± 1a 16 ± 1b 12 ± 1a,c 13 ± 1a,b,c 4,62 0,004

Значения представлены как среднее ± SEM по трем повторностям (n = 3). Значения с разными
индексами в пределах одной строки статистически значимо различаются (p<0,05).

Рисунок 19 – Показатели эффективности кормления: конверсия корма (FCR) и
прирост на грамм кормового белка (PER). Значения представлены как среднее по
трем повторностям (n=3). Значения с разными индексами в пределах одной
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диаграммы статистически значимо различаются (p<0,05). Пределы погрешностей
обозначают стандартную ошибку среднего (SEM).

Рисунок 20 – Показатели эффективности кормления: эффективность
использования белка (PPV) и эффективность использования энергии (EPV).
Значения представлены как среднее по трем повторностям (n=3). Значения с
разными индексами в пределах одной диаграммы статистически значимо
различаются (p<0,05). Пределы погрешностей обозначают стандартную ошибку
среднего (SEM).

3.3.4 Химический состав мяса мальков тиляпии

Обобщенные результаты влияния экспериментальных кормов на химический

состав мяса рыб приведены ниже (Таблица 21). Содержание белка, жира, золы и

энергии увеличилось в мясе всех рыб по сравнению с исходным, что

свидетельствует о хорошей усвояемости исследованных кормов. В то же время

добавление микроводорослей в Корма 1-3 не показало статистически значимого

эффекта на химический состав мяса рыб в конце эксперимента.
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Таблица 21 – Влияние исследованных кормов на химический состав мяса мальков
тиляпии.

Параметр Исходное
значение Контроль Корм 1 Корм 2 Корм 3 F-крит

ерий
P-знач
ение

Белок
(% сухой массы)

63,1 ±
0,21

66,5 ±
0,25

68,6 ±
0,27 66,3 ± 0,21 67,2 ±

0,35 2,925 0,132

Жиры
(% сухой массы) 7,9 ± 0,15 11,6 ±

0,60
11,8 ±
0,46 11,0 ± 0,72 10,9 ±

0,55 1,875 0,253

Углеводы (%
сухой массы)

16,6 ±
0,02 7,2 ± 0,05 4,6 ± 0,12 7,9 ± 0,08 7,5 ± 0,07 3,834 0,08

Зола
(% сухой массы)

12,4 ±
0,32

14,7 ±
0,25 15 ± 0,15 14,8 ± 0,19 14,4 ±

0,38 1,283 0,396

Энергия (кДж/г
мокрой массы)

1,89 ±
0,10

2,11 ±
0,22

2,38 ±
0,03 2,33 ± 0,14 2,34 ±

0,18 2,012 0,231

Значения представлены как среднее ± SEM по трем повторностям (n = 3).

3.3.5 Обсуждение

Микроводоросли являются незаменимым источником питания для молодняка

рыб, моллюсков и ракообразных в естественной среде обитания. Кроме того,

некоторые штаммы микроводорослей содержат значительные количества

биологически активных веществ (например полиненасыщенных жирных кислот),

которые необходимы для быстрого и полноценного развития молоди рыб. Практика

искусственного разведения рыб показала, что высокая жизнеспособность

выращиваемой молоди зависит от обеспеченности ее качественными

функциональными кормами, особенно на ранних этапах постэмбрионального

развития в период перехода на активное питание. В связи с этим включение

биомассы микроводорослей в стартовые корма для аквакультуры является

перспективной биотехнологической задачей. Одним из основных барьеров для

применения биомассы микроводорослей в аквакультуре является высокая стоимость

ее производства. Поэтому зачастую микроводоросли используются в аквакультуре в

небольших объемах в качестве стартовых кормов для личинок и малька, а также для

обогащения живых кормов, таких как коловратки. На сегодняшний день лишь

небольшое число штаммов микроводорослей исследовалось в качестве добавок в
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аквакультурные корма, по большей части это цианобактерии рода Arthrospira (Lu, J.

et al. 2002), (Takeuchi, T. et al. 2002), (Lu, J. et al. 2004), (Abdel‐Tawwab, M. et al.

2009), (Sarker, P. K. et al. 2016b), а также эукариотические штаммы родов Chlorella и

Schizochytrium (Tadesse, Z. et al. 2003), (Sarker, P. K. et al. 2016a).

В настоящей работе было использовано 2 штамма микроводорослей, которые

были впервые описаны в настоящей работе и ранее не исследовались в качестве

кормовых ингредиентов: Mallomonas furtiva SBV-13 (Chrysophyceae) и Vischeria

magna SBV-108 (Eustigmatophyceae). Биомасса данных микроводорослей

выращивалась в полупромышленном панельном фотобиореакторе, и ее лиофилизат

был использован для приготовления стартерных кормов для мальков тиляпии. Таким

образом, было исследовано влияние обогащения стартерных кормов биомассой

микроводорослей с высоким содержанием ЭПК и фукоксантина на ростовые

характеристики рыб и эффективность кормления.

Состав всех исследованных кормов был благоприятным для мальков тиляпии,

так как все рыбы увеличили свою массу в конце эксперимента и их выживаемость

сохранилась на уровне 100 %. Кроме того, обогащенные микроводорослями корма

показали сопоставимые или лучшие результаты по сравнению с контрольным

коммерческим кормом Supreme-15 (Coppens), а также обладали повышенными

аттрактивными свойствами для мальков. Наибольшую эффективность

продемонстрировал Корм 1, содержащий 10 % богатой ЭПК биомассы V. magna

SBV-108 – итоговая масса и удельная скорость роста рыб, получавших данный корм,

превышали показатели контрольной группы на 25 %, в то время как Корма 2 и 3,

содержащие биомассу M. furtiva SBV-13, не показали статистически значимых

отличий от контрольного корма по данным параметрам (Таблица 19). Добавление в

корм 10 % биомассы V. magna SBV-108 (Корм 1) также привело к увеличению

усвояемости корма и показало наилучшие результаты конверсии корма, прироста на

1 г кормового белка, а также эффективности использования белка и энергии по

сравнению с остальными исследованными кормами (Таблица 20).

В литературе встречаются исследования, посвященные изучению влияния

микроводорослей на ростовые характеристики различных аквакультурно значимых
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видов рыб, таких как мозамбикская тиляпия (Oreochromis mossambicus), нильская

тиляпия (Oreochromis niloticus), радужная форель (Oncorhynchus mykiss),

атлантический лосось (Salmo salar) и африканский сом (Clarias gariepinus) (Sommer,

T. R. et al. 1992), (Lu, J. et al. 2002), (Tadesse, Z. et al. 2003), (Abdel‐Tawwab, M. et al.

2009), (Sarker, P. K. et al. 2016a), (Sprague, M. et al. 2016), (Raji, I. D. et al. 2020). В

большинстве случаев авторы фиксируют положительный эффект от добавления

микроводорослей: так, описано ускорение роста (Ju, Z. Y. et al. 2008), (Ju, Z. Y. et al.

2009), (Ju, Z. Y. et al. 2012), (An, B. N. T. et al. 2020), (Annamalai, S. N. et al. 2021),

(Ansari, F. A. et al. 2021), повышение выживаемости аквакультурных видов

(Nagappan, S. et al. 2021), стимулирование иммунитета гидробионтов (Hayashi, O. et

al. 1994), (Bahi, A. et al. 2023) и противовирусные свойства биомассы

микроводорослей (Hayashi, T. et al. 1996), (Ma, K. et al. 2020). Повышение скорости

роста рыб при включении в их рацион микроводорослей ассоциируется с

улучшением физиологического состояния гидробионтов, регуляцией белкового и

липидного обмена, стимулированием функций печени и снижением стресса

(Mustafa, M. G. et al. 1995), (Ansari, F. A. et al. 2021).

Многочисленные исследования показывают важность антиоксидантов для

здоровья гидробионтов. Антиоксиданты способны предохранять липиды от

окисления свободными радикалами (Suárez-Jiménez, G. M. et al. 2016), снижать

оксидативный стресс и усталость мышечных клеток (Powers, S. K. et al. 2004) и

модулировать иммунитет рыб (Blount, J. D. et al. 2003). Фукоксантин – это сильный

природный антиоксидант, часто встречающийся в микроводорослях (класса

Bacillariophyceae и др), которые являются естественным кормом для личинок и

молоди многих гидробионтов. Недавние публикации (Gammone, M. A. et al. 2015),

(Miyashita, K. et al. 2017) описывают влияние фукоксантина на метаболизм липидов,

пищевой термогенез и регуляцию уровня глюкозы в крови. Однако влияние

фукоксантина на рост и эффективность кормления рыбы в настоящий момент

изучено слабо.

Известно, что организм рыб не способен самостоятельно синтезировать

незаменимые омега-3 полиненасыщенные жирные кислоты, поэтому их
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обеспеченность данными веществами напрямую зависит от качества потребляемой

пищи и условий внешней среды (Ju, Z. Y. et al. 2017), (Serrano, E. et al. 2021).

Предыдущие исследователи предпринимали попытки увеличения содержания

омега-3 ПНЖК в мясе тиляпии. Группа (Shapira, N. et al. 2009) обнаружила, что

добавление 7 % льняного масла в рацион аквакультурной тиляпии привело лишь к

незначительному повышению уровня омега-3 докозагексаеновой кислоты (ДГК) в

мясе. В работах (Tocher, D. R. et al. 2001) и (Karapanagiotidis, I. T. et al. 2007) было

показано, что добавление в корма для тиляпии рыбьего жира и растительных масел

приводит к увеличению содержания длинноцепочечных омега-3 жирных кислот в

мясе. Высокое содержание ЭПК и ДГК особенно важно для стартовых

аквакультурных кормов, так как потребность личинок и мальков рыб в этих

соединениях практически вдвое превосходит потребность взрослых особей.

Вероятно, это связано с активным развитием нервной системы гидробионтов на

ранних стадиях роста (Izquierdo, M. et al. 1997). Кроме того, включение омега-3

ПНЖК в рацион рыб является основным методом повышения содержания данных

соединений в товарном мясе (Stoneham, T. R. et al. 2018). В работе (Ju, Z. Y. et al.

2017) показано, что включение микроводорослей в рацион тиляпии приводит к

увеличению доли омега-3 ПНЖК, в особенности ДГК, в мясе. Недавние

исследования показали, что обогащенная ДГК биомасса микроводоросли

Schizochytrium sp. является перспективным кандидатом для полного замещения

рыбьего жира в кормах для ювенильных стадий нильской тиляпии (Sarker, P. K. et al.

2016a). Однако в настоящий момент не существует коммерческого штамма

микроводорослей, богатого ЭПК, который получил бы широкое распространение в

качестве корма или кормовой добавки для аквакультуры. V. magna SBV-108 является

перспективным кандидатом для этой ниши, так как в настоящем исследовании он

показал быстрый и стабильный рост в полупромышленном масштабе, высокое

содержание ЭПК в биомассе и существенный положительный эффект на ростовые

характеристики и эффективность кормления малька.
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Заключение

Микроводоросли являются эффективными продуцентами важных

биологически активных веществ для пищевой, кормовой, косметической и

фармацевтической промышленности, в том числе каротиноидов и

полиненасыщенных жирных кислот. В отличие от традиционных источников, в

качестве которых выступает биомасса высших растений и животных,

микроводоросли обладают несравнимо более высокой скоростью накопления

биомассы, не требуют использования пахотных земель и не истощают природные

ресурсы, а также могут быть использованы для параллельной утилизации

углекислого газа и промышленных стоков. Это делает микроводоросли одними из

наиболее перспективных продуцентов для создания устойчивого производства

данных соединений в рамках концепции биоэкономики. Биомасса микроводорослей

также является одним из наиболее перспективных кандидатов для замещения

рыбной муки и рыбьего жира, а также повышения производительности

аквакультурных кормов, благодаря сбалансированному аминокислотному профилю,

малому числу антипитательных факторов и возможности накопления значительных

количеств омега-3 полиненасыщенных жирных кислот и других соединений,

оказывающих благоприятный эффект на рост и развитие гидробионтов.

Одним из основных барьеров широкого внедрения производства на основе

микроводорослей является экономическая эффективность, повышение которой

требует поиска новых высокопродуктивных штаммов. При этом большинство

исследований исторически сосредоточено на морских видах, в то время как

потенциал множества пресноводных штаммов остается нераскрытым.

Основная цель настоящей работы состояла в поиске и исследовании новых

высокопроизводительных пресноводных штаммов микроводорослей с потенциалом

промышленного применения в качестве продуцентов каротиноида фукоксантина и

незаменимой омега-3 эйкозапентаеновой кислоты, а также ингредиентов для

аквакультурных кормов. В настоящей работе были впервые охарактеризованы и

исследованы два штамма: Mallomonas furtiva SBV-13 (Chrysophyceae) и Vischeria
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magna SBV-108 (Eustigmatophyceae). Было показано, что штамм M. furtiva SBV-13

способен накапливать значительные количества каротиноида фукоксантина

(25,9 мг/г сухой массы), являющегося высокомаржинальным продуктом,

использующимся в косметической и фармацевтической промышленности.

При культивировании в панельном фотобиореакторе в объеме 120 л M. furtiva

SBV-13 показал высокую объемную продуктивность по фукоксантину

(6,1 мг/л/день), что свидетельствует о возможности масштабирования его

культивирования и потенциале промышленного применения в качестве продуцента

данного соединения. Добавление биомассы данного штамма в стартерный корм для

тиляпии не привело к статистически значимому улучшению эффективности

кормления малька в рамках двухнедельного эксперимента. Потенциально M. furtiva

SBV-13 может иметь отсроченный благоприятный эффект за счет стимулирования

обмена веществ и иммунитета рыб, однако для подтверждения данной гипотезы

необходимы дополнительные эксперименты.

Биотехнологическое исследование штамма Vischeria magna SBV-108 показало

высокое содержание в его биомассе омега-3 эйкозапентаеновой кислоты (46,1 мг/г

сухой массы), которая является незаменимым питательным веществом для людей и

большинства высших животных, благодаря чему используется в пищевой, кормовой

и фармацевтической промышленности. Штамм показал высокую объемную

производительность по эйкозапентаеновой кислоте (17,4 мг/л/день) при

культивировании в панельном фотобиореакторе в объеме 120 л, что делает его

перспективным микробным продуцентом данного соединения. Кроме того,

настоящее исследование показало, что биомасса V. magna SBV-108 может быть

успешно использована для повышения эффективности стартовых кормов для

аквакультуры. Добавление в корм 10 % биомассы V. magna SBV-108 привело к

увеличению практически всех ключевых характеристик корма более чем на 20 %,

что делает данный штамм перспективным для использования в аквакультуре.
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Выводы

1. Охарактеризован оригинальный штамм микроводоросли Mallomonas

furtiva SBV-13, способный накапливать 25,9 мг/г фукоксантина в сухой массе. По

данному параметру штамм M. furtiva SBV-13 является лидером среди описанных в

литературе природных штаммов микроводорослей при фотоавтотрофном

культивировании.

2. Штамм M. furtiva SBV-13 был успешно культивирован в

полупромышленном панельном фотобиореакторе в объеме 120 л, где объемная

продуктивность по фукоксантину достигала 6,1 мг/л/день. По данному параметру

штамм M. furtiva SBV-13 является лидером среди описанных в литературе

природных пресноводных и почвенных штаммов микроводорослей при

фотоавтотрофном культивировании в сопоставимых объемах.

3. Охарактеризован оригинальный штамм микроводоросли Vischeria magna

SBV-108, способный накапливать 46,1 мг/г эйкозапентаеновой кислоты в сухой

массе. По данному параметру штамм V. magna SBV-108 является лидером среди

описанных в литературе природных пресноводных штаммов микроводорослей при

фотоавтотрофном культивировании.

4. Штамм V. magna SBV-108 был успешно культивирован в

полупромышленном панельном фотобиореакторе в объеме 120 л, где объемная

продуктивность по эйкозапентаеновой кислоте достигала 17,4 мг/л/день. По данному

параметру штамм V. magna SBV-108 является лидером среди описанных в

литературе природных штаммов микроводорослей при фотоавтотрофном

культивировании в сопоставимых объемах.

5. Добавление в стартовый корм для мальков красной тиляпии

(Oreochromis mossambicus × Oreochromis niloticus) 10 % сухой биомассы V. magna

SBV-108 привело к улучшению всех значимых характеристик выращивания более

чем на 20 % (абсолютный прирост, абсолютная скорость роста, удельная скорость

роста, конверсия корма, прирост на грамм кормового белка, коэффициент
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использования протеина и энергии). Это делает данный штамм перспективным для

применения в качестве кормового ингредиента для аквакультуры.
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Список использованных сокращений

АЦН – ацетонитрил

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография

ДГК – докозагексаеновая кислота

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота

ПО – программное обеспечение

ПЦР – полимеразная цепная реакция

ПНЖК – полиненасыщенные жирные кислоты

рДНК – рибосомальная ДНК

УФ-ВИД – ультрафиолетового и видимого спектров

ЭПК – эйкозапентаеновая кислота

AGR – (absolute growth rate) абсолютная скорость роста

EPV – (energy productive value) эффективность использования белка

F-критерий – статистический критерий для оценки значимости различия дисперсий

двух случайных выборок

FCR – (feed conversion rate) конверсия корма

ITS – (internal transcribed spacer) внутренний транскрибируемый спейсер

ISO – (International Organization for Standardization) международная организация по

стандартизации

ML – (maximum likelihood) максимального правдоподобия

P-значение – расчетная вероятность ошибки первого рода

PER – (protein efficiency ratio) прирост на грамм кормового белка

pH – водородный показатель

PPV – (protein productive value) эффективность использования белка

rbcL – (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit) ген большой

субъединицы рибулозо-1,5-бисфосфаткарбоксилазы/оксигеназы

SEM – (standard error of mean) стандартная ошибка среднего

SGR – (specific growth rate) удельная скорость роста

SSU rDNA – (small subunit ribosomal DNA) рДНК малой субъединицы
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