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Актуальность исследования обусловлена тем, что цианеи родов 
Spirulina и Arthrospira входят в обширное число коллекций лабо-
раторных культур микроорганизмов, а их традиционное хранение 
последовательным пересевом субкультур не обеспечивает долго-
временную сохранность. Данная статья направлена на выявление 
возможности долговременного низкотемпературного хранения 
цианей Spirulina subsalsa и Arthrospira platensis. В работе приме-
няли хранение биомассы цианей в течение 12 месяцев при тем-
пературе минус 80°С. Замораживали со скоростью охлаждения 
минус 1°С. В статье представлены результаты экспериментов по 
влиянию различных криопротекторов на достижение сравнитель-
но высокой выживаемости цианей после долговременной крио-
консервации. Установлено, что оптимальными криопротекторами 
являются 10%-ные растворы глюкозы и диметилсульфоксида 
(ДМСО). Криопротекторных свойств не наблюдалось при исполь-
зовании метанола, глицерина, этанола, D-сорбитола, сахарозы, 
L-пролина и декстрина. Полученные данные свидетельствуют о 
том, что S. subsalsa и A. platensis сохраняют свою жизнеспособ-
ность в течение 12 месяцев криоконсервации при минус 80°С. 
Таким образом, настоящее исследование демонстрирует воз-
можность консервации цианей путем низкотемпературного хра-
нения при минус 80°С. Материалы статьи могут использоваться 
в прикладной биотехнологии для совершенствования способов 
длительного хранения различных культур микроорганизмов.
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Введение

В последние годы цианеи родов Spirulina 
и Arthrospira находят все большее применение 
в биотехнологических производствах. Однако 
опубликованные успешные результаты криокон-
сервации цианей относятся к представителям 
рода Arthrospira [1, 2], а для представителей 
рода Spirulina успешных результатов криокон-
сервации опубликовано не было. Кроме того, не 
обнаружено данных об успешной выживаемости 
представителей Arthrospira и Spirulina после 
длительной криоконсервации с температурой 
хранения минус 80°C.

В связи с этим одной из задач работы явля-
ется отработка методики длительной криокон-
сервации цианей (минимум 12 месяцев), прежде 
всего Spirulina, с использованием различных 

криопротекторов, а также сравнительное изу-
чение выживаемости разных видов цианей, от-
носящихся к родам Spirulina и Arthrospira, при 
замораживании–хранении–оттаивании.

Исследованные в нашей работе штаммы Spi-
rulina subsalsa PCC 9445 и Arthrospira platensis 
PCC 9223 входят в большое число частных кол-
лекций лабораторных культур. Эти штаммы были 
получены из коллекции культур университета 
Пастера (Франция), где была проведена их так-
сономическая идентификация. Также, что крайне 
важно, в университете Пастера для каждого из 
используемых штаммов был четко обозначен 
статус альгологической чистоты (аксеничности).

В нашей работе цианеи родов Arthrospira и Spir-
ulina замораживали со скоростью минус 1 °C/мин 
до минус 80 °C и хранили при этой температуре 
до 12 месяцев. Данная методика криоконсерва-
ции – скорость охлаждения минус 1 °C в минуту 
до минус 80 °C и хранение при этой температу-
ре – ранее для Spirulina sp. не применялась.

Для выбора соединений в качестве крио-
протекторов и оценки их эффективности при 
различной концентрации осуществляли криокон-
сервацию S. subsalsa PCC 9445 и A. platensis PCC 
9223, а после размораживания оценивали выжи-
ваемость цианей в процессе рекультивирования.

В экспериментальных работах, посвящен-
ных разработке методов криоконсервирования, 
авторы не приходят к единому мнению отно-
сительно критериев выживаемости/жизнеспо-
собности организма. Традиционно решающим 
фактором для сохранения биологических ресур-
сов водорослей являлся минимальный уровень 
жизнеспособности и 60% считается достаточно 
высоким уровнем [3].

Однако в последнее время акцент в оценке 
сместился на надежность методики криоконсер-
вирования, при этом «повторяемость» в виде 
процента жизнеспособных проб стала ключевым 
фактором вместо высокого уровня жизнеспособ-
ности клеток культур [4]. Это связано с тем, что 
сильные колебания в уровнях жизнеспособности 
клеток являются общими при криоконсервации 
водорослей, где могут быть и низкие уровни 
жизнеспособности (<30%) с периодическим 
изменением от партии криопроб к партии, и 
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даже изменением уровней жизнеспособности в 
пределах отдельной партии криопроб [4].

Важность того, что процент жизнеспособ-
ных проб остается на одном и том же уровне, 
даже если клетки культур из этих проб после 
криоконсервирования имеют невысокие темпы 
роста, продиктована еще и тем, что позволит 
исследователям рассчитывать количество проб, 
закладываемых на криосохранение, и тем са-
мым, обеспечит высокую воспроизводимость 
результатов.

Материалы и методы

В работе использовали аксеничные штаммы 
Spirulina subsalsa PCC 9445 и Arthrospira platen-
sis PCC 9223 из коллекции культур университета 
Пастера, Франция.

Исходные культуры цианей выращивали на 
питательной среде Заррука в автоклавированных 
конических стеклянных колбах Эрленмейера с 
широким горлышком объемом 100 мл с пробка-
ми из целлюлозной массы. Питательную среду 
Заррука стерилизовали фильтрованием через сте-
рильный фильтр из ацетата целлюлозы (диаметр 
пор 0,45 мкм) и в количестве 20 мл добавляли в 
колбы Эрленмейера. Цианеи культивировали при 
температуре 30 °С в инкубаторе Minitron (фирма 
Infors HT, Швейцария) с постоянным перемеши-
ванием с помощью встроенного орбитального 
шейкера диаметром качания 25 мм. Частота 
вращения составляла 110 об/мин. Освещение 
обеспечивали шестью люминесцентными лам-
пами Grolux 15W (фирма Osram Sylvania, США), 
которые располагались над колбами на высоте 
40 см, обеспечивая среднюю интенсивность 
света на поверхности клеточной суспензии 
21 мкмоль/(м2с). Выращивание цианей осу-
ществляли с 16-часовым фотоциклом. После 
окончания цикла культивирования питательную 
среду удаляли в стерильных условиях, а биомассу 
цианей промывали стерильной дистиллирован-
ной водой. Отмытую биомассу в количестве 
0,9 мл помещали в полипропиленовые криофла-
коны объемом 2 мл с завинчивающейся крышкой. 
Затем в эти же криофлаконы в качестве криопро-
тектора добавляли одномоментно стерильный 
раствор выбранного криопротектора в двойной 
концентрации до отметки общего объема в 
1,8 мл. После этого криофлаконы выдерживали 
в темноте при постоянном перемешивании на 
ротаторе со скоростью 20 об/мин. Время экс-
позиции зависело от вида криопротектора, для 
токсичных ‒ 10 мин, для остальных ‒ 20 мин.

После инкубирования с криопротекторами 
в темноте криофлаконы с цианеями помещали 

в полимерный контейнер для замораживания 
(Mr. Frosty, Nalgane, США), который был пред-
варительно охлажден до 4 °С в течение минимум 
5 часов. Данный контейнер обеспечивает вос-
производимую скорость охлаждения минус 1°C 
в минуту. Контейнер Mr. Frosty с криофлаконами 
помещали в морозильную камеру, в которой 
поддерживалась постоянная температура минус 
80 °С. Через 1,5 ч криофлаконы с цианеями пере-
мещали из контейнера Mr. Frosty™ в пластиковые 
боксы и продолжали хранить при температуре 
минус 80°С. Для размораживания криофлаконы 
с цианеями извлекали из морозильной камеры 
и переносили на водяную баню с температурой 
воды 37 °С, где выдерживали до исчезновения 
льда. После размораживания цианеи удаляли из 
криофлакона и переносили в стерильную колбу 
Эрленмейера с 5 мл питательной среды Заррука. 
Эти колбы для предотвращения фотоокисления 
культивировали в течение первых 40 мин при 
комнатной температуре в темноте, после чего в 
них добавляли еще 5 мл питательной среды Зар-
рука. Последующее культивирование проводили 
в течение 2 ч при освещении 10‒12 мкмоль фото-
нов/(м2с). Затем колбы Эрленмейера с цианеями 
инкубировали как исходные культуры.

В своей работе оценку качества заморо-
женного биоматериала через исследуемый срок 
хранения проводили после оттаивания путем 
сравнительного определения количества проб, 
из которых произошло успешное рекультиви-
рование клеток после криоконсервации. Полу-
ченные результаты приведены в виде процента 
«жизнеспособных» проб, у которых наблюдался 
прирост биомассы после выращивания в течение 
25 дней при температуре 30 °С и интенсивности 
освещения 21 мкмоль фотонов/(м2с), от общего 
количества замороженных проб. Замораживали 
по 30 проб для каждого варианта эксперимента. 
Проводили по 5 повторов для эксперимента.

В качестве криопротекторов были взяты раз-
личные вещества: диметилсульфоксид (ДМСО), 
гуммиарабик, спирты (глицерин, метанол, эта-
нол, Д-сорбитол), сахара (декстрин, глюкоза, 
сахароза), аминокислоты (L-пролин). Для дан-
ных веществ ранее была показана возможность 
применения в качестве криопротекторов при 
криоконсервации у различных водорослей, пре-
имущественно в концентрациях от 5 до 20% [5].

Результаты и их обсуждение

Было установлено, что наиболее эффектив-
ными из использованного комплекса криопротек-
торов оказались ДМСО, глюкоза и гуммиарабик 
(табл. 1, 2). 
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                                                                                                                                                  Таблица 1
Влияние концентрации криопротектора на выживаемость S. subsalsa PCC 9445 

после 12 месяцев хранения при температуре минус 80 °С

Криопротектор
Концентрация криопротектора, %

5 10 15 20
Процент проб с выжившими цианеями от общего количества проб

Без криопротектора 0,0 0,0 0,0 0,0
 ДМСО 48,6 ± 07 68,6 ± 1,0 31,4 ± 0,3 0,0
Метанол 0,0 0,0 0,0 0,0
Глицерин 0,0 0,0 0,0 0,0
Глюкоза 40,0 ± 0,5 57,1 ± 1,1 42,8 ± 0,3 10,0 ± 1,0
Этанол 0,0 0,0 0,0 0,0
Гуммиарабик  11,4 ± 0,1 11,4 ± 0,9 0,0 0,0
Д-сорбитол 0,0 0,0 0,0 0,0
Сахароза 0,0 0,0 0,0 0,0
L-пролин 0,0 0,0 0,0 0,0
Декстрин 0,0 0,0 0,0 0,0

                                                                                                                                                  Таблица 2
Влияние концентрации криопротектора на выживаемость A. platensis PCC 9223 

после 12 месяцев хранения при температуре минус 80 °С

Криопротектор
Концентрация криопротектора, %

5 10 15 20
Процент проб с выжившими цианеями от общего количества проб

Без криопротектора 0,0 0,0 0,0 0,0
  ДМСО 45,5 ± 0,3 55,0 ± 1,0 45,0 ± 1,5 0,0
Метанол 0,0 0,0 0,0 0,0
Глицерин 0,0 0,0 0,0 0,0
Глюкоза 41,3 ± 0,5 59,0 ± 0,5 43,2 ± 0,5 13,0 ± 1,0
Этанол 0,0 0,0 0,0 0,0
Гуммиарабик 0,0 0,0 0,0 0,0
Д-сорбитол 0,0 0,0 0,0 0,0
Сахароза 0,0 0,0 0,0 0,0
L-пролин 0,0 0,0 0,0 0,0
Декстрин 0,0 0,0 0,0 0,0

Как видно из табл. 1 и 2, большинство 
соединений, рекомендуемых в качестве крио-
протекторов, не способствовали сохранению 
жизнеспособности исследуемых цианей. По-
сле криоконсервации цианей S. subsalsa PCC 
9445 и A. platensis PCC 9223 с использованием 
в качестве криопротекторов таких веществ, как 
метанол, глицерин, этанол, сахароза, Д-сорбитол, 
L-пролин и декстрин, рост размороженных куль-
тур во время культивирования не наблюдался. 
Рост культур с применением данных криопро-
текторов не наблюдался также и после менее 
длительной криоконсервации, в течение 3 и 
6 месяцев.

После криохранения цианей в отсутствии 
криопротектора роста культур после 12-месяч-
ной криоконсервации и последующего оттаива-
ния также не наблюдали, что совпало с данными, 
полученными в исследовании Muhling [6]. Такой 
же результат был получен и после 3 и 6 месяцев 
криоконсервации.

Таким образом, полученные результаты 
исследования не подтвердили эффективность 
криозащитных свойств L-пролина [1, 5], как и 
глицерина [2, 6], метанола [6], этанола и сор-
битола [5], которые ранее были рекомендованы 
в качестве криопротекторов при хранении раз-
личных видов водорослей. Также результаты 
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исследования подтвердили то, что сахароза в 
качестве криопротектора не была эффективной 
для цианей S. subsalsa PCC 9445 и A. platensis 
PCC 9223, что согласуется с данными Takano и 
соавт.  [1]. 

После использования в качестве криопро-
текторов ДМСО, глюкозы и гуммиарабика жиз-

неспособность цианей S. subsalsa PCC 9445 и 
A. platensis PCC 9223 восстанавливалась с раз-
личной степенью эффективности. Так, ДМСО 
и глюкоза в концентрациях 5, 10 и 15% обе-
спечивали хорошее (41‒59%) сохранение и вы-
живаемость цианей при хранении цианей при 
температуре минус 80 °С (рис. 1, 2).

Рис. 1. Выживаемость S. subsalsa PCC 9445 в зависимости от срока криохранения 
(процент проб с выжившими цианеями от общего количества проб)

Рис. 2. Выживаемость A. platensis PCC 9223 в зависимости от срока криохранения 
(процент проб с выжившими цианеями от общего количества проб)

Тем не менее полученные результаты иссле-
дования выявили различия между двумя видами 
цианей, которых подвергали криоконсервации. 
Так, выживаемость цианеи S. subsalsa PCC 9445 
была наилучшей в присутствии ДМСО 10 %, а 
вот для цианеи A. platensis PCC 9223 наилучшей 
выживаемости удалось достигнуть в присут-
ствии 10 %-ной глюкозы. Однако наибольшее 
различие между видами цианей наблюдалось 
при использовании в качестве криопротектора 
гуммиарабика. Так, гуммиарабик при кратко-

срочной криоконсервации способствовал восста-
новлению исследуемых цианей, что согласуется 
с Takano и соавт. [1], однако не обеспечивал 
оптимальной выживаемости в течение всего 
срока наблюдения для A. platensis PCC 9223 (см. 
рис. 2), а у S. subsalsa PCC 9445 выживаемость 
составила 11,4%.

Поскольку методика криоконсервации 
должна быть применимой для всех исследуемых 
штаммов Spirulina и Arthrospira, гуммиарабик 
не может быть рекомендован как эффективный 
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криопротектор, а потому не был задействован 
в дальнейших исследованиях. В то же время 
при необходимости унифицировать методику 
криоконсервации как для цианеи S. subsalsa PCC 
9445, так и цианеи A. platensis PCC 9223 может 
быть использована и глюкоза, и ДМСО. Результат 
такой криоконсервации будет оптимальным. Хотя 
для лучшего результата криоконсервации можно 
рекомендовать использовать для S. subsalsa PCC 
9445 ‒ 10%-ный ДМСО, а для A. platensis PCC 
9223 ‒10%-ную глюкозу.

Полученные результаты исследования 
продемонстрировали некоторые различия по 
выживаемости после длительной (12 меся-
цев) криоконсервации у двух видов цианей 
из близкородственных родов. Хранение осу-
ществляли при минус 80 °C, замораживали 
со скоростью охлаждения в 1 °C/мин. В таких 
условиях защитные свойства для обоих видов 
цианей наиболее эффективно проявляли ДМСО 
и глюкоза. В то же время такие наиболее рас-
пространенные криопротекторы, как глицерин 
и метанол не проявляли защитные свойства. 
Цианея A. platensis PCC 9223 в присутствии 
10%-ной глюкозы имела выживаемость 59,0%, а 
с 10%-ным ДМСО несколько ниже ‒ 55,0%. Для 
S. subsalsa PCC 9445 была впервые определена 
методика криоконсервирования и приведены 
успешные криопротекторы и их концентрации. 
Так, в присутствии 10%-ного ДМСО выживае-
мость S. subsalsa PCC 9445 составляла 68,6%, а 
10%-ной глюкозы – только 57,1%.

Поскольку наилучшие результаты были 
получены при концентрации криопротекторов 
10 и 15% ДМСО и глюкозы, то именно эти кон-
центрации могут быть взяты за основу при про-
ведении дальнейших исследований по изучению 
сохранения жизнеспособности этих штаммов 
после оттаивания.

Полученные результаты подтверждают, 
что наиболее безопасной и эффективной для 
криоконсервации цианей считается 5‒15% 
кон центрация ДМСО [1, 2, 6, 7]. Кроме того, 
исследование действия химических соединений 
при криоконсервации показало, что наилучшие 
защитные свойства для S. subsalsa PCC 9445 
и A. platensis PCC 9223 продемонстрировала 
5‒15% глюкоза, добавленная в пробы перед 
крио хранением.

Глюкозу используют в концентрациях 3‒15% 
для криохранения бактерий [5], в основном мо-
лочнокислых. Однако в доступной литературе 
отсутствуют данные об использовании глюкозы 
в качестве криопротектора для криоконсервации 
цианей Arthrospira sp. и Spirulina sp.

Заключение

Таким образом, были исследованы условия 
длительного низкотемпературного консервирова-
ния штаммов Spirulina и Arthrospira. Предложен-
ная в этой работе методика – замораживание со 
скоростью минус 1 °C в минуту до минус 80 °C 
и хранение при этой температуре ‒ обеспечи-
вает сохранность жизнеспособности штаммов 
S. subsalsa PCC 9445 и A. platensis PCC 9223 
в течение 12 месяцев. Исследование действия 
химических соединений при криохранении 
показало, что наилучшие защитные свойства 
для всех штаммов цианей продемонстрировала 
5‒15% глюкоза и ДМСО, добавленные в пробы 
перед криохранением. Отсутствие криопротек-
тора, а также добавление в качестве криопро-
тектора водных растворов таких веществ, как 
метанол, глицерин, этанол, сахароза, Д-сорбитол, 
L-пролин и декстрин ни для одного штамма не 
дали выраженного положительного эффекта. 
Впервые было показано, что из общеприменяе-
мых криопротекторов подошли только глюкоза и 
ДМСО, кроме того, рекомендовано для штамма 
S. subsalsa PCC 9445 применение ДМСО, а для 
A. platensis PCC 9223 ‒ раствора глюкозы.
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Spirulina and Arthrospira cyanoprokaryota species include a wide 
variety of laboratory microorganism culture collections and their 
traditional storage by means of isolate passages does not provide 
long-term preservation. The rationale for this study is to evaluate the 
possibility of long-term low temperature storage of Spirulina subsalsa 
and Arthrospira platensis cyanoprokaryota. Cyanoprokaryota biomass 
was stored for 12 months at minus 80 °С. The cooling rate was minus 
1 °С. The effects of various cryoprotectants in achieving comparatively 
high survival of cyanoprokaryota after long-term cryopreservation are 
presented in the article. It was determined that optimal cryoprotectants 
were 10% glucose and 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) solutions. No 
cryoprotection has been seen without cryoprotectant, or with methanol, 
glycerol, ethanol, D-sorbitol, sucrose, L-Proline, dextrin. The obtained 
data showed that S. subsalsa and A. platensis preserved their viability 
during a 12 months storage period at minus 80 °С. Thus, the present 
study demonstrates the possibility of preservation of cyanoprokaryota 
using low temperature storage at minus 80 °С. Materials of the article 
can contribute to applied biotechnology through the improvement of 
long-term storage methods for different microorganisms cultures.
Keywords: cryopreservation, storage, cyanoprokaryota, Spirulina 
subsalsa, Arthrospira platensis.
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