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Область применения

Неотъемлемой частью создания и поддержания любой коллекции живых
культур микроводорослей являются работы по выделению микроводорослей
из природных популяций в альгологически чистые культуры. Для этих це-
лей альгологами разработаны специальные приёмы, преимущественно осно-
ванные на стандартных микробилогических методах, например на изъятии с
помощью капилляра клеток определённого вида из смешанной культуры и пе-
ресеве их в стерильные питательные среды [1–5]. Такие методы, как правило,
достаточно трудоёмки, требуют высокой квалификации, навыка и значитель-
ных затрат времени.

В данном методическом пособии описан простой метод выделения
Spirulina (Arthrospira) platensis в альгологически чистую культуру (очистки
культуры от сопутствующей альгофлоры). Приведённая методика применима
для выделения в альгологически чистую культуру спирулины из проб, полу-
ченных как из естественных, так и из искусственных водоёмов, например из
промышленных культиваторов открытого типа. Методика проста в освоении,
не требует высокой альгологической квалификации и специального оборудо-
вания. Доступна к использованию в неспециализированных лабораториях.

Термины и определения

Альгологически чистая культура микроводорослей или цианобактерий (син.
монокультура) –– популяция клеток одного вида низших фотоавтотрофов, ко-
торые вегетируют на минеральной питательной среде преимущественно за
счёт процессов фотобиосинтеза. Обычно под термином альгологически чис-
тая культура низших фотоавтотрофов подразумевают некий альгобактери-
альный ценоз, поскольку в нестерильных условиях клеткам фотоавтотрофов
сопутствуют клетки хемогетеротрофов (например, клетки бактерий или гри-
бов). Если в альгологически чистой культуре микроводорослей исключена
возможность развития хемогетеротрофных организмов (бактерий и грибов),
то такая культура микроводорослей называется аксеничной.

Штамм культуры –– альгологически чистая культура клональных клеток од-
ного вида микроводорослей, т. е. культура микроводорослей, полученная из
одной клетки.

Пересев культуры –– перенос небольшого количества клеток микропипеткой
или микробиологической петлёй на свежую питательную среду в стерильных
условиях.
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Сущность метода

Метод основан на видоспецифической особенности S. (A.) platensis. Её трихо-
мы способны изжидкой питательной среды перемещаться по твёрдой, гладкой
поверхности (например, по стенкам стеклянных сосудов), образуя характер-
ные длинные тяжи (см. рисунок 1). При этом сопутствующие микроводоросли
остаются в питательной среде. Верхнюю часть длинных спирулиновых тяжей
отбирают для пересева. Таким образом происходит выделение S. (A.) platensis
в альгологически чистую культуру.

Сущность методики

Спирулину, которая находится на стенках стеклянного сосуда (с противопо-
ложной освещению стороны), стерильной микробиологической петлёй пере-
носят в стерильную питательную среду Заррук (пересевают культуру). После
пересева культуру помещают в благоприятные для роста условия (20–25 ℃,
диапазон pH 8,4–9,5, постоянное освещение 500–1000 лк) и культивируют без
перемешивания. При этом по мере накопления биомассы на стенках стеклян-
ного сосуда образуются спирулиновые тяжи, которые используют для очеред-
ного пересева. Процедуру повторяют до полной очистки культуры спирули-
ны от клеток сопутствующих фотоавтотрофов. Очищенную культуру кодиру-
ют –– клоновой линии присваивают кодовое имя.

Приборы

1. Оптический микроскоп Carl Ceiss Axiostar Plus с бинокулярной насад-
кой ×10, объективами ×20, ×63 (кратность увеличения равна 200 и
630) и набором предметных и покровных стёкол.

2. Сушильный шкаф. Диапазон температурного режима 40–200 ℃. По-
грешность стабилизации температуры в рабочей камере в установив-
шемся режиме составляет ±3 ℃.

3. Стандартная микробиологическая петля.

4. Спиртовая горелка для прокаливания микробиологической петли.

Примечание. Модели приборов, используемых в работе, могут отличаться от
приведенных выше.
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Рис. 1. Фото культуры Spirulina (Arthrospira) platensis North. Geitl. с характерными
длинными тяжами на стенках стеклянного сосуда.
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Посуда

1. Колбы конические, плоскодонные объёмом 250 мл, 5 шт.

2. Колбы плоскодонные объёмом 500–1000 мл, 2 шт., для приготовления
питательной среды Заррук.

3. Стеклянная палочка.

4. Крышки, фольга или плёнка Parafilm для закрытия колб во время куль-
тивирования и стерилизации питательной среды Заррук.

Материалы

1. Крафт-пакеты для стерилизации заклеивающиеся или со скрепами.

2. Фильтровальная бумага любой плотности.

Реактивы

В нижеследующих таблицах приведён перечень реактивов, необходимых для
приготовления стандартной питательной среды Заррук [6]. Питательную сре-
ду Заррук готовят на дистиллированной воде.

Раствор A. Перечень макроэлементов.
№ Компонент Навеска, г/л Класс чистоты
1 NaHCO3 16,8 ч
2 K2HPO4 0,5 ч
3 NaNO3 2,5 ч
4 K2SO4 1,0 ч
5 NaCl 1,0 ч
6 Na2EDTA 0,08 ч
7 FeSO4 ⋅7H2O 0,01 ч
8 CaCl2 0,04 ч
9 MgSO4 ⋅7H2O 0,2 ч
10 Раствор микроэлементов 1 мл/л –
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Раствор B. Перечень микроэлементов.
№ Компонент Навеска, г/л Класс чистоты
0 Na2EDTA 0,5 ч
1 H3BO3 2,86 ч
2 MnCl2 ⋅ 4H2O 1,81 ч
3 ZnSO4 ⋅ 7H2O 0,222 ч
4 CuSO4 ⋅ 5H2O 0,079 ч
5 MoO3 0,015 ч
6 NH4VO3 0,02296 ч
7 Co(NO3)2 ⋅ 6H2O 0,04398 ч
8 K2Cr2(SO4)4 ⋅ 24H2O 0,0960 ч
9 NiSO4 ⋅ 7H2O 0,04785 ч
10 Na2WO4 ⋅ 2H2O 0,01794 ч
11 Ti2(SO4)3 0,040 ч

Ход работы
1. Вымытые колбы ополаскивают разбавленным раствором соляной кис-

лоты (1:1), затем обильно промывают водопроводной водой (5–7 объ-
ёмов) и ополаскивают дистиллированной. Проводят сухую стерилиза-
цию посуды в сушильном шкафу. Для этого колбы помещают в крафт-
пакеты (чтобы исключить попадание пыли, спор и т. д. внутрь колбы) и
выдерживают при температуре 120 ℃ в течение 2–3 часов.
После стерилизации закрытые колбы хранят в специально предназна-
ченном для этих целей стеклянном шкафу.

2. Непосредственно перед началом процедур, связанных с выделением
спирулины в альгологически чистую культуру, готовят стерильную пи-
тательную среду Заррук1.

3. Перед очисткой культуры спирулины необходимо убедиться в том, что
клетки спирулины адаптированы к среде Заррук и активно вегетиру-
ют. Для этого смешанную культуру помещают в благоприятные для
роста условия (20–25 ℃, диапазон pH 8,4–9,5, постоянное освещение

1Допускается стерилизация готовой питательной среды в автоклаве в течение 15–20 минут
при давлении 1–1,5 атм и температуре 120 ℃.
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500–1000 лк) и культивируют в накопительном или квазинепрерывном
режиме. Посредством микроскопирования периодически (каждые 1–2
дня) необходимо проверять, удлиняются ли нити спирулины.

4. После накопления биомассы смешанную культуру спирулины разлива-
ют в несколько стерильных колб. Высота слоя культуры 2–3 см. Колбы
помещают в условия недостаточной освещённости (500–1000 лк). Сус-
пензию в колбах не перемешивают. Через 2–3 дня на стенках колб по-
являются характерные спирулиновые тяжи (см. рис. 1), обусловленные
подвижностью и реакцией на свет нитей спирулины.

5. Прокаливают микробиологическую петлю на спиртовой горелке, акку-
ратно, не перемешивая культуру, отбирают петлёй нити с верхней части
спирулиновых тяжей (см. рисунок 2) и переносят их в колбу со свежей
питательной средой Заррук. Пересев делают параллельно в 3–4 колбы.

6. Колбы с пересеянной культурой помещают в благоприятные для роста
условия.

7. По мере нарастания биомассы спирулины посредством микроскопиро-
вания проверяют наличие сопутствующих клеток других видов фото-
трофов.

8. По истечении некоторого времени (2–3 недели) колбы, в которых не
обнаружены клетки сопутствующих фототрофов пересевают повторно.
Альгологическую культуру спирулины помещают в коллекцию и при-
сваивают ей новое кодовое имя.

На рисунке 3 представлены фотографии культуры спирулины до и после
процедуры очистки.

Рекомендации по предотвращению заражения культуры
1. Проверку на чистоту клональной культуры необходимо делать через

20–30 дней после последнего контрольного забора биоматериала, по-
скольку за данный период времени можно выявить наличие различных
контаминантов в среде обитания клоновой культуры.

2. В журнал пересева культуры необходимо вносить подробные данные по
датам пересева культуры, а также по возможным заражениям культуры
или их отсутствию.
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Рис. 2.Пересев культуры S. (A.) platensis. Отбор клеток осуществляют с верхней части
спирулиновых тяжей (указано стрелкой).
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Рис. 3.Культура S. (A.) platensis до очистки (вверху). В культуре присутствуют клетки
Synechococcus sp. Культура S. (A.) platensis после процедуры очистки (внизу).
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3. Для исключения заражения культуры в условиях неспециализирован-
ных лабораторий (например, на предприятии) не рекомендуется прово-
дить работы в помещениях, где выращивают культуру мироводорослей
в интенсивном режиме, а также в помещениях с высшими растениями
(рассадой, комнатными растениями и т. п.).

4. Во время работы по очистке культуры необходимо окна и двери держать
закрытыми, поскольку воздушные потоки способны переносить споры
микроводорослей.

5. В тех случаях, когда дистиллятор снабжён прозрачными шлангами и
установлен в хорошо освещаемом помещении, источником заражения
культуры в коллекции микроводорослей может служить дистиллиро-
ванная вода. Спорымикроводорослей попадают в неё из водопроводной
воды и прорастают спустя 2–3 месяца.
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This training aid provides detailed instructions on the isolation of Spirulina (Arthro-
spira) platensis in an algologically pure culture. In this work have been given practical
recommendations for isolation of spirulina‘s cells into algologically pure culture in non-
specialized laboratories.

The training aid is addressed to biologists, algologists, technologists, as well as students
and postgraduates of all specialties.


