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БІОТЕХНОЛОГІЧНИЙ ПОТЕНЦІАЛ МІКРОВОДОРОСТЕЙ: 
МЕТОДИ ЗБЕРІГАННЯ ТА НЕКРІОГЕННІ ЧИННИКИ
ЕФЕКТИВНОСТІ КРІОКОНСЕРВУВАННЯ

В огляді розглянуто перспективи використання та методи збереження колекційних зразків мікроводоростей, 
які мають значний біотехнологічний потенціал у харчовій, фармацевтичній, екологічній та енергетичній 
галузях. У роботі проведено аналіз та узагальнено сучасні методи підтримання культур мікроводоростей з 
фокусом на їхню стабільність, збереження біологічних властивостей та можливості довгострокового збері-
гання. Дослідження охоплює порівняння різних підходів до збереження мікроводоростей, зокрема серійне суб-
культивування, ліофілізацію та кріоконсервування. Особливу увагу приділено кріоконсервуванню як ефектив-
ному методу довготривалого зберігання генетично стабільних культур, що дозволяє мінімізувати  втрати 
цінних біотехнологічних характеристик. Визначено вплив стадії розвитку культури, концентрації клітин у 
суспензії, холодової адаптації, центрифугування на виживаність мікроводоростей після кріоконсервування. 
Отримані результати мають важливе значення для розвитку біотехнологічних та екологічних програм, 
пов’язаних з використанням мікроводоростей.
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Мікроводорості мають значне географічне 
та екокліматичне поширення в світі, а також 
характеризуються високим рівнем диверген-
ції біологічних та генетичних властивостей, 
різним потенціалом витривалості в агресивних 
середовищах (описано понад 70 тисяч видів з 
різною витривалістю до дії рН, температури та 
солоності). Значне їх видове розмаїття та спро-
можність до синтезу біологічно активних ре-
човин робить їх перспективним об’єктом дос-
ліджень у сферах біотехнології, харчової та 
переробної промисловості, медицини, сіль-

ського господарства, косметології, виробни-
цтва енергетичних субстратів, розвитку «зеле-
них технологій», органічного виробництва. Та-
кож вони можуть бути цінним модельним 
організмом для дослідження токсичності.

Мікроводорості — це група різноманітних 
фотосинтезуючих мікроорганізмів (ціанобак-
терії, діатомові, одноклітинні зелені та деякі 
інші види водоростей), які населяють ґрунти, 
прісні й солоні водойми, та є невід’ємною ча-
стиною як помірно-традиційних, так і екстре-
мальних біоценозів. Ці мікроорганізми можуть 
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розвиватись у складних агрокліматичних умо-
вах і продукувати низку корисних у біотех-
нології сполук: ліпіди, білки, вуглеводи, гор-
мони, вітаміни, флавоноїди та інші. Вони є та-
кож джерелом індикаторних та біоактивних 
пігментів [2, 3, 9, 11, 14, 30, 32, 40, 55, 56, 64, 65, 
67, 73]. Особливу зацікавленість викликає ви-
користання мікроводоростей як організмів, 
здатних акумулювати сонячну енергію у процесі 
фотосинтезу, оскільки ефективність перетво-
рення ними енергії значно вища, ніж вищими 
рослинами [2, 4, 64]. Також їхня здатність по-
глинати вуглецевий діоксид з атмосфери та ви-
діляти водень має потенціал у зменшенні пар-
никових  газів  та  отриманні  альтернативної 
енергії [35].

Дослідження мікроводоростей, зокрема ек-
стремотолерантних та екстремофільних видів, 
відкриває нові горизонти для розвитку біо-
технологічних підходів та нових сфер їхнього 
застосування. Сучасні дослідження фокусую-
ться на екологічній адаптації та вивченні по-
тенціалу використання мікроводоростей у біо-
технології,  підкреслюючи  їхню  здатність  до 
продукування біологічно активних сполук в 
умовах стресу [15]. У роботі P. Leão зі співав-
торами [44] зазначено, що екстремофільні 
мікроводорості можуть значно збільшити ви-
робництво біомаси, зменшити ризики забруд-
нення довкілля у великомасштабних системах 
за рахунок біорозкладання контамінантів ор-
ганічного походження. Це свідчить про те, що 
екстремофільні мікроводорості мають значні 
перспективи застосування в харчовій, фарма-
цевтичній, косметичній та біопаливній про-
мисловостях, пропонуючи стійкі та ефективні 
альтернативи традиційним ресурсам [64]. 

Наразі описано морфологічні ознаки понад 
72500 потенційних видів мікроводоростей, з 
яких за молекулярно-генетичними профілями 
ідентифіковано приблизно 30000 [28]. Їхнє за-
стосування з промисловою, медичною та еко-
логічною метою можливе лише завдяки уні-
кальним, генетично запрограмованим характе-
ристикам цих біологічних об’єктів [29, 35, 55]. 
Про важливість стабільного довгострокового збе-
реження культур мікроводоростей у вихідно-
му стані (без фенотипових та генотипових видо-
змін) свідчить їх промислове використання. 
Це пов’язано з тим, що генетичні зміни можуть 
призвести до спотворення продуктивності та 

біологічної активності цих мікроорганізмів, а 
це, у свою чергу, викликає втрату їхньої біо-
технологічної цінності [43]. Біотехнологи роз-
робили різні методи збереження мікроводорос-
тей, зокрема серійне субкультивування, ліофі-
лізацію та кріоконсервування [28].

Мета дослідження — аналіз сучасних підхо-
дів до біотехнологічного використання мікро-
водоростей, вивчення методів зберігання ко-
лекційних зразків, а також оцінка впливу не-
кріогенних факторів на ефективність кріокон-
сервування. У роботі особлива увага приділена 
ролі  фізіологічного  стану  клітин  та  підготов-
чих процедур у підвищенні життєздатності де-
консервованих мікроводоростей.

Застосування мікроводоростей у біотех-
нології. До найбільш вивчених родів належать 
мікроводорості Arthrospira, Chlorella, Chlamy-
domonas, Coccomyxa, Dunaliella і Galdiera. Біохі-
мічний склад мікроводоростей варіюється за-
лежно від роду та виду. Особливо важливим 
аспектом біотехнології є виробництво β-ка-
ротину, жовтого терпеноїдного пігменту, попит 
на який зростає у зв’язку з широким спектром 
застосування на ринку [31, 58, 63]. Серед ві-
домих продуцентів β-каротину треба відзна-
чити зелену водорість Dunaliella salina. Цей вид 
вирізняється надзвичайною галотолерантністю. 
Водорость зростає в морському середовищі та 
внутрішніх солоних озерах, що робить її най-
більш галотолерантним еукаріотом, виявленим 
на сьогодні [37]. Обсяг продукції каротиноїдів 
може досягати концентрації до 14 % від сухої 
маси, крім того мікроводорості роду Dunaliella 
містять астаксантин і кантаксантин [11, 16, 32, 
39]. До каротинсинтезуючих мікроводоростей 
належить прісноводний психрофільний вид 
Mesataenium berggrenii, клітини якої синтезують 
β-каротин, неоксантин, віолоксантин, лютеїн, 
зеаксантин, але не α-каротин. Використання 
каротиноїдів мікроводоростей як текстильних 
барвників розширило біотехнологічний потен-
ціал обох видів за межі харчової промисловості. 
Це підкреслює актуальність досліджень екстре-
мофільних мікроорганізмів та ілюструє їхнє 
багатообіцяюче застосування в різних галузях 
промисловості.

Використання біомаси мікроводоростей у 
харчовій промисловості стикається з кількома 
проблемами, зокрема необхідністю дотримання 
суворих державних норм щодо безпеки харчо-
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вих продуктів, високими виробничими витра-
тами, масштабованістю процесів та їхнім 
сприйняттям споживачами [34]. Подолання 
цих перешкод вимагає значних зусиль у сфері 
біотехнологічних досліджень.

Важливим аспектом застосування мікро-
водоростей є їхні антагоністичні, протимік-
робні та пестицидні властивості. Це зумовлює 
перспективи їхнього використання у галузі  
контролю шкідників з дотриманням стандар-
тів органічного виробництва у харчовій та пе-
реробній промисловості, сільському госпо-
дарстві та охороні здоров’я [9, 67].

Перспективним напрямом використання 
мікроводоростей є розбудова систем гаранту-
вання екологічної безпеки. Польові випробу-
вання показали, що мікроводорості у промис-
лових басейнах можуть видаляти до 99 % роз-
чинених і твердих частинок металів [25]. Слід 
зазначити, що на очисні споруди припадає 
приблизно 15 % від загальних 6,4 тонн кадмію, 
які щорічно потрапляють у водне середовище. 
Кадмій — важкий метал, який є важливим кон-
тамінантом навколишнього середовища, ві-
домим своєю високою токсичністю навіть у 
низьких концентраціях. Але є дослідження, у 
яких описано, що екстремофільна зелена 
мікроводорость Chlamydomonas acidophila має 
толерантність і здатність до секвестрування 
кадмію у своїх вакуолях, що підкреслює її 
значущість у фіторемедіації водних ресурсів, 
забруднених важкими металами [6, 7, 60].

Дослідники також вважають мікроводорос-
ті джерелом біогазів та інших типів біопа-
лив, що зумовлює їхню біотехнологічну перс-
пективність у сегменті «зелених технологій» 
[6, 7, 13]. Одним з найбільших викликів сучас-
них біотехнологій є розробка ефективних і рен-
табельних систем для виробництва та отри-
мання енергії з мікроводоростей, що потребує 
підвищення продуктивності та ефективності 
утилізації виробленої біомаси [14].

Широке розмаїття застосування екстремо-
фільних та екстремотолерантних мікроводо-
ростей може сприяти створенню екологічно чи-
стих продуктів: біопаливу, біопластику, косме-
тичних засобів, біодобрив. Інвестиція у дослід-
ження і біотехнологічні розробки на основі 
мікроводоростей та їхніх продуктів є перспек-
тивною для розвитку багатьох галузей та по-
кращення стандартів екологічної безпеки [64].

З метою забезпечення біотехнологічної цін-
ності штамів і культур мікроводоростей не-
обхідне глибоке та всебічне дослідження їхніх 
біологічних властивостей. Крім селекції про-
дуцентів корисних речовин, важливим є збере-
ження та стабільність характеристик їхньої 
продуктивності під час постійного культиву-
вання та зберігання мікроорганізмів. Важли-
вими є визначення та паспортизація біологіч-
них особливостей виробничих штамів та кло-
нів, їх біотехнологічно перспективних ознак, 
а також збір доказів щодо стабільності цих 
характеристик у пасажах [59].

СПОСОБИ ЗБЕРІГАННЯ КОЛЕКЦІЙНИХ 
ЗРАЗКІВ МІКРОВОДОРОСТЕЙ 

Найвідомішими колекціями, які містять штами 
мікроводоростей є: заснована в 1947 р. колек-
ція культур водоростей і найпростіших в Уні-
верситеті Кембриджу (Велика Британія); зас-
нована в 1976 р. колекція культур водоростей в 
Університеті Штату Техас (США), заснована в 
1953 р. колекція Геттінгенського університету 
(Німеччина), а також заснована в 1979 р. ко-
лекція водоростей при Лабораторії Альгології 
(Чеська Республіка) [8].

Найпоширенішим способом збереження 
культур мікроводоростей є постійне утриман-
ня зразків у контрольованих умовах навко-
лишнього середовища. Звичайний серійний 
пересів проводиться з використанням асеп-
тичної мікробіологічної техніки та включає пе-
ренесення інокуляту з пізньої стаціонарної фази 
культури до свіжого поживного середовища [3]. 
Це забезпечує підтримання культури в мета-
болічно активному стані. Метою зберігання 
колекційних культур є підтримання здорової 
фізіологічно, морфологічно, генетично та біо-
хімічно однорідної популяції. Необхідно вра-
ховувати, що різний вік субкультур може ха-
рактеризуватися різними стадіями життєвого 
циклу того чи того виду (наприклад, на додаток 
до зелених рухливих клітин, які діляться на 
етапі ранньої стаціонарної фази у культурах 
Haematococcus pluvialis Flowtow присутні пома-
ранчеві / червоні апланоспори) [56].

Основними обмеженнями постійного пере-
сівання культур мікроводоростей є селектив-
не та штучне походження поживного середо-
вища, режимів інкубації з огляду на їхні еко-
логічні особливості. Культивування за лабора-
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торних умов може призвести до втрати важли-
вих біологічних і біотехнологічних ознак. 
Приклади нестабільності включають зменшен-
ня розміру гілок діатомових водоростей, зміни 
у морфологічній структурі Micractinium pusil-
lum Fresenius, втрату нормального пігментного 
складу в багатьох водоростях [5]. Додаткові
обмеження включають можливість контаміна-
ції та інфікування первинної (аксенової) куль-
тури, неправильного маркування або інших по-
милок, які можуть трапитися під час постійних 
маніпуляцій зі стерильними зразками [27]. Дос-
лідження показали, що постійне субкультиву-
вання водоростей з різних таксономічних груп 
призводило до низки серйозних фенотипових 
змін і втрати здатності виробляти комерційно 
значущі метаболіти [23], що, ймовірно, по-
в’язано зі зміною факторів мікрооточення та 
можливими генетичними перебудовами. 

При безперервному культивуванні з часом 
можуть різко змінюватися умови, навіть якщо 
зовнішнє середовище залишається незмінним
і культура водоростей не вичерпала жодної 
необхідної поживної речовини. Наприклад, ча-
сто змінюється pH, якщо немає відповідного 
буфера, деякі поживні речовини окислюються 
або іншим чином поступово змінюються, осо-
бливо під час надмірного освітлення [73]. Крім 
того, звичайне серійне субкультивування є 
трудомістким і економічно обтяжливим про-
цесом, який обмежує можливість постійно під-
тримувати велику кількість колекційних зраз-
ків та вести декілька ліній мікроорганізмів од-
ночасно. Існують також ризики міжлінійної 
контамінації та втрати чистих культур. Аби мі-
німізувати ці ризики звичайного субкульти-
вування вегетативних форм, були розроблені 
альтернативні підходи до стратегії збережен-
ня ex situ культур водоростей і ціанобактерій, 
зокрема ліофілізація та кріоконсервування.

Ліофілізація мікроводоростей включає три 
фази: заморожування, первинне та вторинне 
сушіння [29]. Культуру клітин спочатку під-
дають впливу температур близько –40 °C у фа-
зі заморожування, потім піддають вакуумній 
сушці за цієї температури впродовж 2 годин, 
щоб викликати сублімаційне видалення вологи, 
наприкінці проводять додаткове зневоднення у 
фазі вторинного сушіння шляхом підвищення 
температури до 0 °C. Весь процес завершуєть-
ся заміною атмосфери інертними газами, таки-

ми як азот [38]. Збережені таким чином куль-
тури є стабільними за кімнатної температури 
впродовж періоду зберігання до 5 років, ма-
ють високу стійкість до бактеріального та гриб-
кового забруднення завдяки низькому вмісту 
вологи [18]. Крім того, зразки мають невели-
кий коефіцієнт об’єму, необхідний для ліофілі-
зованих культур, ефективно використовуються 
ресурси за рахунок зменшення простору для 
зберігання, споживання енергії, витрат на транс-
портування. 

W. Daily і J. McGuire [21] заклали основу для 
збереження мікроводоростей шляхом ліофілі-
зації 32 видів мікроводоростей, з яких життє-
здатність спостерігалася для 24. Досліджуючи 
збереженість мікроводоростей після ліофі-
лізації, O. Holm-Hansen у 1963 р. провів пара-
лельну роботу з кріоконсервуванням зразків. 
Науковець визначив вплив швидкості охолод-
ження та температури зберігання на життє-
здатність деконсервованих культур. Так, було 
показано, що для більшості культур мікро-
водоростей ефективними виявилися повіль-
ні швидкості охолодження та температури збе-
рігання не вище −100 °C [36]. Це було перше в 
історії дослідження, пов’язане з кріоконсер-
вуванням мікроводоростей, яке дозволило от-
римати  життєздатну  культуру  синьозелених 
Nostoc muscorum після 5 років зберігання. Важ-
ливість цього відкриття полягає в тому, що це 
був найдовший період зберігання, коли-небудь 
досягнутий на той час для ціанобактерій. Але 
для зелених еукаріотичних мікроводоростей 
життєздатність на перших етапах кріобіоло-
гічних  досліджень  не  перевищувала  1—5  % 
[51]. Отже, починаючи з 70-х років ХХ століт-
тя дослідження з довгострокового зберігання 
були направлені на розробку технологій кріо-
консервування мікроводоростей.

КРІОКОНСЕРВУВАННЯ 
ЯК ЕФЕКТИВНИЙ СПОСІБ 
ДОВГОСТРОКОВОГО ЗБЕРЕЖЕННЯ 
ГЕНЕТИЧНО СТАБІЛЬНИХ ЗРАЗКІВ 
КУЛЬТУР ТА ВИРОБНИЧИХ ШТАМІВ 
МІКРОВОДОРОСТЕЙ

Кріоконсервування — це технологія, яка нара-
зі застосовується для збереження біологічних 
об’єктів у життєздатному стані протягом три-
валого часу при кріогенних температурах, за-
звичай від –80 до –196 °C. За цих температур 
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підтримується стан, у якому будь-яка біологіч-
на  активність,  включаючи  біохімічні  реак-
ції, які могли б призвести до загибелі клітини, 
ефективно зупиняється [40, 41, 68]. Основна 
задача будь-якої стратегії збереження полягає 
у тому, аби гарантувати репрезентативність 
організму відносно його оригінальних форм, 
наскільки це можливо, без змін у біологічних 
характеристиках [20, 23, 24].

Протягом останніх 40 років центрами біо-
логічних ресурсів та біотехнологами розробля-
ються методи кріоконсервування мікроводо-
ростей. Здебільшого це стосується ціанобак-
терій, а щодо багатьох таксонів еукаріотичних 
водоростей кріоконсервування або взагалі не 
застосовувалося, або не дозволяло отримувати 
високий рівень життєздатності деконсервова-
них зразків [22, 69]. 

Деякі мікроводорості, особливо ціанобак-
терії, можуть зберігатися в замороженому стані 
при неконтрольованому охолодженні шляхом 
прямого поміщення зразків до морозильних 
камер за температур від –20 до –70 °C [31]. Од-
нак, за даними деяких дослідників [28, 42], 
термін зберігання усіх досліджених мікрово-
доростей у таких умовах не перевищує місяця. 
Максимальний термін зберігання джгутикових 
водоростей, таких як Chlorella minutissima, Chlo-
rella stigmatophora, Isochrysis galbana, Dunaliella 
tertiolecta, при додаванні 5—10 % ДМСО або ме-
тилового спирту, не перевищує 5 діб, а без дода-
вання кріопротекторів вони втрачають свою 
життєздатність протягом декількох годин [70]. 
У роботі К. Возовик зі співавт. [1] показано, 
що зберігання Chlorococcum dissectum немож-
ливе в умовах побутової морозильної камери 
(за температури –18 °С): уже через 24 години 
життєздатні клітини були повністю відсутні. За 
умов поміщення клітинної суспензії цієї мікро-
водорості у морозильні камери за –40 та –70°С 
спостерігали значуще зниження здатності її 
клітин до утворення колоній, середньострокове 
зберігання колекційних зразків можливе тер-
міном не довше 20 діб. Можливо, рекриста-
лізація льоду та/або внутрішньоклітинна хі-
мічна активність спричиняють поступове зни-
ження рівня життєздатності, таким чином ба-
гато штамів втрачають життєздатність про-
тягом декількох днів зберігання за низьких 
від’ємних температур.  

Хімічна активність та ріст кристалів на етапі 
охолодження практично припиняються при 

температурах нижче –130 °C [28]. Прийнято 
вважати, що популяція живих організмів здат-
на пережити процеси охолодження-нагрівання, 
може зберігатися без суттєвої втрати життє-
здатності протягом невизначеного часу при 
температурах нижче точки склування [47]. Іс-
нує досить мало емпіричних даних з довгостро-
кового низькотемпературного зберігання мікро-
організмів. Показано, що бактерії та гриби мо-
жуть зберігати високу життєздатність після 30 
років безперервного кріозберігання [21, 24]. 
Більшість видів мікроводоростей, навіть за ви-
сокого рівня збереженості безпосередньо після 
етапу охолодження-нагрівання, нежиттєздатні 
після року знаходження за температури рідкого 
азоту [28].

Існує низка критичних факторів (тих, що 
забезпечують життєздатність у процесі збері-
гання та відновлення повної функціональ-
ності  після нього), які можуть  вплинути на 
результат кріоконсервування, і вони відрізня-
ються залежно від організму [21, 24, 69]. Не-
кріогенні параметри до та після низькотемпе-
ратурного зберігання (вік культури, концентра-
ція  клітин  у  ній,  температура  культивування, 
осмотичний потенціал та склад середовища ро-
сту/відновлення) можуть впливати на життє-
здатність так само, як і кріогенні параметри 
(композиція кріопротекторної суміші, режими 
охолодження та відтавання) [21, 24, 33]. Тому 
розробка ефективних протоколів кріоконсер-
вування повинна включати детальну оцінку та-
ких факторів.

ВПЛИВ СТАДІЇ РОСТУ КУЛЬТУР 
МІКРОВОДОРОСТЕЙ ТА 
КОНЦЕНТРАЦІЇ КЛІТИН НА 
ПОКАЗНИКИ ЖИТТЄЗДАТНОСТІ 
ПІСЛЯ ОХОЛОДЖЕННЯ-НАГРІВАННЯ

Для отримання високих показників життє-
здатності клітин мікроводоростей необхідно 
враховувати низку специфічних показників — 
наприклад, вік культури. 

Інтактні культури в активній фазі росту (ран-
ня  стаціонарна),  як  правило,  демонструють 
більш високі показники життєздатності ніж ті, 
що перебувають у пізній стаціонарній фазі чи 
фазі занепаду. Водночас було виявлено, що вік 
культури клітин мікроводоростей є важливим 
фактором, що впливає на ефективне кріокон-
сервування багатьох видів. З 17 штамів роду 
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Chlorococcales, 11 показали високу життєздат-
ність після нагрівання, коли використовували 
клітини на стаціонарній фазі росту [49]. Анало-
гічні  результати  були  отримані  для  5  видів 
морських мікроводоростей та для прісновод-
ної Chlorella vulgaris. Більший рівень життє-
здатності спостерігали у деконсервованих куль-
турах, які були на стаціонарній фазі росту пе-
ред охолодженням [53]. Це може бути пов’язано 
з тим, що старі культури часто не мають ваку-
олей, при цьому у клітинах збільшується вміст 
ліпідів, вуглеводів та інших високомолекуляр-
них речовин, що, ймовірно, сприяє кращим ре-
зультатам кріоконсервування зразків [49].

Процедури кріоконсервування водоростей 
зазвичай не передбачають певної щільності 
клітин у культурі під час заморожування. Ана-
ліз даних літератури, опублікованих до 2000-х 
років показав відсутність такої інформації. Але 
у сучасних статтях показано, що ефективність 
кріоконсервування більшості видів залежить 
від концентрації клітин у культурі. Показано 
відсутність значущої різниці за життєздат-
ністю деконсервованих зраків зелених мікро-
водоростей при концентрації від 1 до 10 × 
× 106 кл/мл. Збільшення їхньої кількості до 20—
50 × 106 кл/мл призводило до значущого змен-
шення досліджуваного показника. Наразі це 
пояснюється тим, що під час процесу заморо-
жування та/або відтавання у середовище з клі-
тин вивільняються одна або кілька специфіч-
них речовин, які знижують життєздатність де-

консервованої культури [12, 57]. Токсичні ре-
човини, ймовірно, вивільняються з клітинних 
стінок внаслідок ферментативних процесів. Це 
припущення доведено, по-перше, тим, що під 
час кріоконсервування штамів з відсутньою 
клітинною стінкою не спостерігали залежності 
між кількістю клітин у зразку та життєздат-
ністю. По-друге, якщо у клітинну суспензію до 
етапу охолодження додавали екстракт, отри-
маний з пошкоджених внаслідок багаторазо-
вого занурення зразків у рідкий азот культур з 
клітинною стінкою, то після нагрівання вони 
демонстрували дуже низьку кількість життє-
здатних мікроводоростей [12].

Попередні дані, отримані за допомогою гель-
хроматографії, вказують на те, що шкідливі ре-
човини, які виділяються клітинами до пожив-
ного середовища на етапах кріоконсервуван-
ня, є невеликими (молекулярна маса <1,5 кДа), 
водорозчинними, термостабільними, органіч-
ними сполуками [60]. 

Проведені нами дослідження показали, що 
ефективність кріоконсервування клітин гало-
толерантної мікроводорості D. salina, яка не-
має жорсткої клітинної стінки, залежить як від 
умов культивування, так і їхньої концентрації 
у суспензії (рисунок). За концентрації 1 × 
× 106 кл /мл рівень їхньої виживаності був ви-
щим у культури, яку вирощували у живиль-
ному середовищі Ramaraj [61] порівняно з варі-
антом, коли концентрація становила 1 × 107 кл/мл
відповідно. За умов культивування клітин у 
цьому середовищі зі збільшеним вмістом хло-
риду натрію (до 4 М) концентрація клітин зна-
чуще не впливала на рівень збереженості де-
консервованих зразків. Погіршення показника 
збереженості може бути пов’язано зі збільшен-
ням щільності клітин, що призводить до не-
рівномірного заморожування та утворенням 
льоду, оскільки скупчення клітин може спри-
чинити формування великих кристалів льоду, 
які пошкоджують клітинні стінки змінами в 
осмотичних умовах під час охолодження.

Можна зробити висновок, що оптимальна 
концентрація клітин деяких видів перед охо-
лодженням є важливим фактором для підви-
щення їхньої виживаності після нагрівання. Це 
варто враховувати під час збереження колек-
ційних зразків мікроводоростей для подаль-
шого використання у біотехнології, харчовій 
промисловості тощо. 

Життєздатність деконсервованих клітин мікроводо-
рості D. salina після охолодження до температури 
рідкого азоту залежно від початкової концентрації 
клітин у суспензії на середовищах Ramaraj та 4 М 
Ramaraj (зі збільшеною концентрацією хлориду нат-
рію). 1 — контроль, 2 — середовище Ramaraj, 3 — 
середовище 4 М Ramaraj
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РОЛЬ ХОЛОДОВОЇ АДАПТАЦІЇ 
КЛІТИН МІКРОВОДОРОСТЕЙ 
ДЛЯ РОЗРОБКИ ЕФЕКТИВНИХ 
МЕТОДІВ КРІОКОНСЕРВУВАННЯ

Здатність водоростей пристосовуватися до екс-
тремальних умов сформувалася в ході ево-
люції. Останні метаболічні дослідження свід-
чать, що рослини розробили різноманітні стра-
тегії для перебудови свого метаболізму в стре-
сових умовах, проте повний спектр механізмів 
їхньої адаптації залишається недостатньо вив-
ченим [19, 45].  

Клітинні реакції, які хлорофіти та інші мікро-
організми використовують для виживання за 
низьких температур, активно досліджуються 
лише останніми роками, переважно на пси-
хрофільних видах [17, 46]. Очевидно, що для 
різних груп водоростей існують спільні гене-
тично обумовлені захисні механізми, які акти-
вуються у відповідь на стрес. Завдяки цим ме-
ханізмам вони здатні витримувати короткочас-
ний вплив несприятливих хімічних і фізичних 
умов, зокрема низьких температур [48, 65]. На-
ші результати показали, що за дії холодового 
стресу на культуру клітин Dunaliella salina від-
бувається накопичення каротиноїдів та лі-
підних глобул, що підвищує ефективність кріо-
консервування цієї мікроводорості [15].

До основних процесів адаптації належать 
синтез каротиноїдів, продукування білків хо-
лодового шоку та активація пентозофосфатного
шляху [26, 66]. Водночас навіть короткочасне 
зниження температури до 3 °C може виявитися 
летальним для вегетативних клітин синьо-зелених 
водоростей Anacystis nidulans і Chlamydomonas 
reinhardtii [62, 71]. Повідомлялося, що нитчаста 
зелена водорость Cladophora sauteri не здатна 
адаптуватися до холоду, оскільки екологічна ні-
ша її поширення — це водойми, у яких темпе-
ратура не опускається нижче 10 °C та не підні-
мається вище 25 °C [23]. Інші водорості (напри-
клад, Haematococcus pluvialis) демонструють 
здатність переносити висихання та низькі тем-
ператури (4–8 °C) протягом свого нормально-
го життєвого циклу. Стійкість до заморожуван-
ня прісноводної водорості Klebsormidium fl acci-
dum значно підвищувалася завдяки холодовій 
адаптації при 2 °C протягом 2—7 діб. Життє-
здатність клітин після дії знижених температур 
(від –10 °C) при цьому складала 55 та 85 % від-
повідно до кількості діб акліматизації, що зна-

чуще перевищувало показник життєздатності 
(10 %), отриманий від культури, яку було виро-
щено за 18 °C [54]. Біохімічні зміни, що супро-
воджують стійкість до заморожування, вклю-
чають накопичення розчинних вуглеводів, 
амінокислот, глікозидів, а також зміну кількості 
та розміру крохмальних зерен у хлоропластах, 
зменшення розміру вакуолі та збільшення 
розміру та кількості хлоропластів і цитоплаз-
матичного простору [23, 72]. Культивування в 
неакліматизаційних умовах або умовах, що 
сприяють деакліматизації, навпаки, може при-
звести до зниження кріотолерантності.

Таким чином, здатність мікроводоростей пе-
реносити низькі температури визначається 
їхніми таксономічними особливостями та мор-
фофункціональними характеристиками. До-
слідження впливу холоду та інших стресових 
факторів на окремі види водоростей є надзви-
чайно актуальним, оскільки, з одного боку, це 
може сприяти підвищенню продукції корис-
них метаболітів, а з іншого — допомогти уник-
нути загибелі клітин у культурі через надмірно 
суворі умови. Як свідчать джерела літератури, 
дослідниками була показана важливість куль-
тивування водоростей за субоптимальних тем-
ператур (акліматизація до холоду), яка приво-
дила до кращих показників життєздатності клі-
тин після охолодження-нагрівання як прісно-
водних [52], так і морських мікроводоростей 
[10]. Зокрема, G. Morris [50] припустив, що ви-
сокий рівень життєздатності загартованих зраз-
ків після розморожування може бути наслідком 
збільшення відсотку ненасичених жирних кис-
лот у складі мембранних фосфоліпідів.

Таким чином, холодова адаптація більшості 
водоростей впливає на їхню стійкість до низь-
ких температур, що може бути використано 
для покращення результативності та ефектив-
ності кріоконсервування.

ЦЕНТРИФУГУВАННЯ КЛІТИН 
МІКРОВОДОРОСТЕЙ ЯК ОДИН
З ЕТАПІВ ПІДГОТОВКИ 
ДО КРІОКОНСЕРВУВАННЯ

Як один з етапів підготовки зразків до кріо-
консервування треба розглядати метод седи-
ментації для концентрування біомаси клітин. 
У лабораторних умовах це осадження клітин 
відбувається методом центрифугування. Зраз-
ки багатьох мікроводоростей можуть бути 
центрифуговані,  або,  як  у  випадку  з  нитко-
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подібними таксонами, таломи можуть бути 
розділені перед обробкою кріопротекторoм 
[23]. Внесок цих підготовчих кроків дослід-
никами часто не береться до уваги. При цьому, 
звичайна практика концентрування культур 
шляхом центрифугування перед заморожуван-
ням та/або видалення кріопротекторів шляхом 
осадження клітин перед заміною супернатанту 
свіжим середовищем може спричинити знач-
ний стрес для клітин мікроводоростей. Хоча не 
було показано, що підготовчі етапи викликають 
летальні стреси, вважається, що вони можуть 
зробити організм більш чутливим до кріокон-
сервування [22], оскільки центрифугування 
створює певні сили зсуву, які можуть пошко-
дити клітини водоростей після нагрівання, ко-
ли вони ще дуже вразливі [72]. У роботі G. Mor-
ris [52] було показано, що виключення етапу 
центрифугування деконсервованих зразків під-
вищувало життєздатність клітин на ~22 % у ви-
падку коли у культурі було 1 × 106 кл/мл та не 
впливало на досліджуваний показник при 50 × 
× 106 кл/мл. Частково це може бути пов’язано з 
процесами обробки, зокрема з адгезією клітин 
до наконечника піпетки та мікроцентрифуж-
них пробірок, що відчутніше саме при нижчих 
концентраціях. Тому, під час розробки прото-
колу кріоконсервування, який передбачає ви-
користання висококонцентрованих розчинів 
кріопротекторів, що потребують етапу відми-

вання, необхідно враховувати результати, опи-
сані у зазначеній роботі. 

ВИСНОВОК 

Результати аналізу літературних даних щодо
біотехнологічного використання мікроводорос-
тей показує на їхню цінність для харчової, фар-
мацевтичної, косметичної та біопаливної про-
мисловості, пропонуючи стійкі та ефективні 
альтернативи традиційним ресурсам.

Збереження біологічних характеристик, фі-
зіологічна, генетична стабільність та тривале 
зберігання корисних і прогнозованих біотех-
нологічних властивостей мікроводоростей мо-
жуть бути забезпечені кріоконсервуванням. 

Дослідження показують, що ефективність 
низькотемпературного зберігання залежить від 
віку культур, концентрації клітин у зразках, 
їх холодової адаптації, наявності чи відсутнос-
ті етапу центрифугування під час підготовки 
зразків до кріоконсервування. 

Таким чином, мікроводорості мають важли-
ве значення для біотехнології, харчової промис-
ловості та збереження біорозмаїття й ста-
більності екосистем, а знання їх фізіологічних 
особливостей та підходів щодо ефективного 
кріоконсервування дозволяють розробляти ефек-
тивні методи довгострокового зберігання та 
підвищувати життєздатність деконсервованих
культур.
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analyzes and summarizes current methods of maintaining microalgae cultures with a focus on their stability, preservation 
of biological properties, and long-term storage capabilities. Th e work includes a comparison of diff erent approaches to 
microalgae preservation, including batch subcultivation, lyophilization, and cryopreservation. Particular attention is paid 
to cryopreservation as an eff ective method of long-term storage of genetically stable cultures, which minimizes the risk 
of losing valuable biotechnological characteristics. Th e infl uence of the stage of culture development, cell concentration 
in the suspension, cold adaptation, and centrifugation on the survival of microalgae aft er cryopreservation was deter-
mined. Th e results obtained are important for the development of biotechnological and environmental programs related 
to the use of microalgae. 
Key words: microalgae, biotechnology, cryopreservation, lyophilization, cultivation, adaptation.




