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Приведены результаты эксперимента по использованию биореактора панельного типа Labfors 5
Lux LED flat panel (Infors HT, Швейцария) для культивирования Tisochrysis lutea (Haptophyta).
В ходе трёхнедельного исследования оценивали рост и размерную структуру популяции мик-
роводоросли, содержание хлорофилла a, каротиноидов и нейтральных липидов. Максимальная
численность клеток, 5,3 × 104 кл.·мл−1, зафиксирована к концу эксперимента, на 21-е сутки.
Увеличение доли клеток размером 4–6 мкм регистрировали на 11-е сутки опыта. Наибольшее
накопление каротиноидов происходило на 18-е сутки эксперимента (3,3 мг·л−1), нейтральных
липидов (флуоресценция Nile Red составляла 5,3 × 106)— на 14–21-е сутки. Выявлено, что био-
реактор панельного типа Labfors 5 может быть успешно использован для культивирования
микроводоросли T. lutea.
Ключевые слова: Tisochrysis lutea, биотехнология, биореактор, каротиноиды, нейтральные
липиды

Tisochrysis lutea Bendif & Probert, 2013 (Haptophyta) на протяжении долгого времени за-
нимает одно из ведущих мест в биотехнологии водорослей в качестве кормового объекта
для личинок беспозвоночных [Alkhamis, Qin, 2016; Araújo et al., 2020]. Этот вид являет-
ся самым перспективным продуцентом преобладающего в нём каротиноида фукоксантина —
до 98 % от общего содержания каротиноидов [Mohamadnia et al., 2021]. Также T. lutea —
важнейший продуцент нейтральных липидов. Разработка условий выращивания культуры
в биореакторах является базой для биотехнологических процессов, что особенно актуально
для T. lutea [Mohamadnia et al., 2021].
Данный вид для целей биотехнологии выращивают, в частности, в колбах [Mohamadnia et al.,

2020], однако чаще — в биореакторах [Falinski et al., 2018; Gao et al., 2020; Ippoliti et al., 2016;
Leal et al., 2020].
К настоящему времени разработаны разные модификации биореакторов. Одними из наибо-

лее удобных для культивирования микроводорослей являются панельные биореакторы. Их до-
стоинства — хорошее перемешивание суспензии водорослей, большая площадь освещаемой по-
верхности и низкое накопление кислорода в среде, что обеспечивает более интенсивный рост
микроводорослей [Guedes, Malcata, 2011; Tan et al., 2020].
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В качестве источника освещения используют не только флуоресцентные лампы, но и свето-
диоды (light-emitting diodes, LED). Преимущества LED-освещения — низкая энергия потребле-
ния, очень низкое выделение тепла при работе, стабильность светового потока, долгий срок служ-
бы, неизменность параметров светового потока со временем при регулярных циклах включения-
выключения [Posten, 2009].
Цель работы заключалась в изучении динамики роста популяции, содержания каротинои-

дов и нейтральных липидов у Tisochrysis lutea, штамм MBRU_Tiso-08, в панельном биореак-
торе Labfors 5 Lux LED flat panel (Infors HT, Швейцария), который впервые был использован
для выращивания микроводорослей.
Основными определяемыми показателями в исследовании были численность клеток и раз-

мерная структура популяции T. lutea, а также содержание каротиноидов и нейтральных ли-
пидов в биомассе этого вида как веществ, представляющих интерес для биотехнологии. Зна-
чения показателей оптической плотности, полученные разными способами, являлись допол-
нительными индикаторами, предлагаемыми для экспресс-оценки численности T. lutea. Хлоро-
филл a в данной работе анализировали для более полного описания физиологических процессов
микроводоросли.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служила культура одноклеточной водоросли T. lutea (Haptophyta) —

штамм MBRU_Tiso-08 из коллекции микроводорослей ресурсного центра «Морской биобанк»
ННЦМБ ДВО РАН (http://marbank.dvo.ru). Водоросль была выращена на среде f [Guillard,
Ryther, 1962], приготовленной на основе фильтрованной и стерилизованной морской воды со-
лёностью 32 ‰ в биореакторе Labfors 5 в режиме накопительной культуры. Температура во-
ды составляла +20 °C, интенсивность света — 50 мкмоль·м−2·с−1 (источником освещения бы-
ла LED-панель) в диапазоне фотосинтетически активной радиации. Свето-темновой период —
12 ч : 12 ч (свет : темнота), подача воздуха — 0,2 л·мин−1. Объём колбы биореактора — 1,8 л, тол-
щина слоя суспензии в панели— 45 мм. Материалом рабочей колбы биореактора Labfors 5 явля-
ется карбонатное стекло. Оно обладает самой высокой проницаемостью для света (95 %) среди
всех материалов для содержания водорослей и высокой химической устойчивостью, его можно
стерилизовать. Оно нерастяжимо, в отличие от полиэтилена и полипропилена, и не пропускает
ультрафиолетовое излучение, как поликарбонатное стекло [Guedes, Malcata, 2011].
В качестве инокулята использовали культуру на экспоненциальной стадии роста. На-

чальная концентрация клеток микроводоросли в опыте составляла 0,75 × 106 кл.·мл−1.
Продолжительность эксперимента — 21 сут.
Измерения численности клеток и их диаметра, а также определение содержания нейтраль-

ных липидов проведены на проточном цитометре CytoFLEX (Beckman Coulter, США). Для ана-
лиза записано 10 000 событий (регистрируемых в пробе частиц) в течение каждого измерения.
Выбор клеток водорослей из общего числа событий, регистрируемых цитометром, проводили
по флуоресценции хлорофилла a [Hyka et al., 2013], определяемой на канале PC5.5. Диаметр
клеток устанавливали с помощью калибровочных бусин (Molecular Probes, США) по показателю
прямого светорассеяния.
Оптическую плотность (OD750) определяли на мультимодальном планшетном ридере

Spark 10M (Tecan).
В колбе биореактора Labfors 5 оптическую плотность (optical density, OD) устанавливали с по-

мощью датчика Dencytee (Hamilton), который обеспечивает измерения OD клеточной суспензии
в реальном времени.
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Содержание хлорофилла a и суммарное содержание каротиноидов определяли стандартным
методом их экстракции в ацетоне с последующим измерением оптической плотности на мульти-
модальном планшетном ридере Spark 10M. Расчёт концентраций пигментов проводили
по стандартным формулам [Jeffrey, Humphrey, 1975].
Содержание нейтральных липидов устанавливали по флуоресценции флуорохрома

Nile Red (N3013-100MG, Sigma-Aldrich) в концентрации 1 мкг·мл−1, окрашивание прово-
дили в течение 15 мин при комнатной температуре в темноте. Длина волны возбуждения —
488 нм, испускания — 580 нм. Установление содержания липидов методом проточной
цитометрии имеет преимущества в скорости определения, и его данные соответствуют тако-
вым, полученным с помощью других методов, что подтверждено на разных представителях
микроводорослей [Alemán-Nava et al., 2016].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Численность клеток T. lutea возрастала с увеличением времени экспозиции до конца экспери-

мента (рис. 1). Количество клеток коррелировало с данными оптической плотности, полученны-
ми разными методами — спектрофотометрическим (OD750) и с помощью датчика биореактора
по изменению мутности клеточной взвеси (см. рис. 1). В суспензии преобладали клетки размером
4–6 мкм, особенно с 11-х суток. Данный факт необходимо учитывать при составлении рациона
кормления личинок беспозвоночных на разных этапах их развития.

Рис. 1. Численность клеток (× 106 кл.·мл−1) и оптическая плотность (OD) культуры Tisochrysis lutea
Fig. 1. Cell abundance (× 10⁶ cells·mL⁻¹) and optical density (OD) of Tisochrysis lutea culture

Сходная динамика роста описана и для T. lutea CCAP 927/14: у этого штамма также зафик-
сировано увеличение размеров клеток. Авторы объясняют данный факт более высокими темпа-
ми деления клеток в начале эксперимента [Costa et al., 2017]. В работе [Rasdi, Qin, 2015] отме-
чен выход культуры (клон Tisochrysis не указан) на стационарную фазу роста на 6-е сутки опы-
та. У T. lutea из коллекции Roscoff (Франция) культура на 7-е сутки эксперимента переходила
в стационарную фазу роста, а на 21-е — в фазу отмирания [Gnouma et al., 2017].
В цилиндрическом реакторе численность клеток T. lutea при исходной концентра-

ции 0,4 × 106 кл.·мл−1 через 14 сут составляла только 0,45 × 106 кл.·мл−1 [Falinski et al., 2018].
Максимальная численность клеток в биореакторе объёмом 500 л была достигнута через 12 сут
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опыта — 6,92 × 106 кл.·мл−1 при начальной 0,2 × 106 кл.·мл−1 [Leal et al., 2020]. Количество кле-
ток T. lutea, выращенной в колбах, было выше, чем таковое микроводоросли в реакторах, и со-
ставляло 4,3 × 108 кл.·мл−1 через 4 сут [Mohamadnia et al., 2020] при начальной концентрации
1,2 × 107 кл.·мл−1. Между тем в нашем эксперименте через 4 сут численность клеток достигала
1,1 × 106 кл.·мл−1 при начальной 0,75 × 106 кл.·мл−1. Однако биореакторы позволяют выращивать
микроводоросли в большем объёме, что является их важным преимуществом.
Содержание фотосинтетических пигментов T. lutea увеличивалось незначительно в течение

14 сут (рис. 2). На 18-е сутки отмечено их резкое возрастание, при этом содержание каротиноидов
стало выше, чем концентрация хлорофилла a.

Рис. 2. Содержание фотосинтетических пигментов и нейтральных липидов (по флуоресценции Nile
Red) у Tisochrysis lutea
Fig. 2. Content of photosynthetic pigments and neutral lipids (Nile Red fluorescence) in Tisochrysis lutea

Снижение концентрации хлорофилла a связано с уменьшением содержания азота в течение
культивирования, в результате чего в клетках водорослей падает количество ферментов, необхо-
димое для синтеза хлорофилла [Costa et al., 2017]. К 21-м суткам содержание пигментов продол-
жало увеличиваться, но менее интенсивно. Содержание фотосинтетических пигментов зависит
от условий выращивания микроводоросли, а также от особенностей её физиологии. Например,
у T. lutea CCMP 1324 при таких же условиях культивирования, как и в настоящей работе, в мик-
сотрофной культуре зарегистрировано 4500 мкг хлорофилла a в расчёте на 1 л на 16-е сутки
эксперимента, а в гетеротрофной — 5200 мкг·л−1 [Hu et al., 2018].
Содержание нейтральных липидов до 7-х суток увеличивалось слабо, показатель значимо воз-

растал с 7-х по 14-е сутки, после чего оставался на одном уровне (см. рис. 2). Увеличение со-
держания нейтральных липидов с возрастом культуры описано и в других работах [Costa et al.,
2017; Huang et al., 2019]. Необходимо отметить, что у большинства водорослей запасными ней-
тральными липидами являются триацилглицериды, в то время как у T. lutea, как и у других
представителей семейства Isochrysidaceae, — алкеноны [Costa et al., 2017].
Подбор методов исследования является краеугольным камнем научной работы, а важней-

шими критериями выступают точность и обеспечение достоверности получаемых результа-
тов. При оценке состояния культуры микроводоросли в рутинных биотехнологических процес-
сах к перечисленным критериям добавляется скорость выполнения анализа. Полученные нами
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данные демонстрируют, что показатели оптической плотности могут быть применены для оценки
динамики роста популяции T. lutea. Также ранее на Chlorella vulgaris Beijerinck, 1890 было вы-
явлено, что на стадиях лаг-фазы и экспоненциальной фазы роста OD750 коррелирует с численно-
стью клеток, полученной методом проточной цитометрии и путём их прямого учёта под световым
микроскопом в счётной камере, однако световая микроскопия является более точной [Chioccioli
et al., 2014].
Полученные данные показали, что биореактор панельного типа Labfors 5 может быть успешно

использован для культивирования микроводоросли Tisochrysis lutea.
Работа выполнена в рамках государственного задания ННЦМБ ДВО РАН «Динамика морских экоси-

стем, адаптации морских организмов и сообществ к изменениям среды обитания» (№ гос. регистрации
121082600038-3) и при финансовой поддержке гранта Российского научного фонда № 21-74-30004.
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EXPERIENCE OF GROWING THE MICROALGA
TISOCHRYSIS LUTEA (HAPTOPHYTA)

UNDER CONDITIONS OF A LABFORS BIOREACTOR
FOR THE PRODUCTION OF CAROTENOIDS AND NEUTRAL LIPIDS

Zh. Markina, A. Zinov, and T. Orlova

A. V. Zhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology, FEB RAS, Vladivostok, Russian Federation
E-mail: zhannav@mail.ru

The results of the experiment on the use of a Labfors 5 Lux LED flat panel bioreactor (In-
fors HT, Switzerland) for Tisochrysis lutea (Haptophyta) cultivation are presented. During the three-
week study, growth and size structure of the microalga population were assessed, and the con-
tent of chlorophyll a, carotenoids, and neutral lipids was estimated. The highest cell abundance,
5.3 × 10⁴ cells·mL⁻¹, was recorded at the end of the experiment, on the 21ˢᵗ day. An increase in the pro-
portion of 4–6-μm cells was registered on the 11ᵗʰ day. The maximum accumulation of carotenoids
occurred on the 18ᵗʰ day (3.3 mg·L⁻¹), and neutral lipids (Nile Red fluorescence was of 5.3 × 10⁶),
on the 14ᵗʰ–21ˢᵗ day. As revealed, Labfors 5 Lux LED flat panel bioreactor can be successfully used
for cultivation of the microalga T. lutea.
Keywords: Tisochrysis lutea, biotechnology, bioreactor, carotenoids, neutral lipids
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