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Целью исследования был сравнительный анализ методов дезинтеграции (исполь-
зование фермента лизоцима, сверхвысокочастотного излучения и ультразвука) клеток 
микроводорослей Chlorella vulgaris Beijer IPPAS C-1 (Chlorella sorokiniana), позволяющих 
извлечь максимальное количество водорастворимого внутриклеточного белка с мини-
мальными затратами. Дезинтеграция клеток микроводорослей позволяет значительно 
увеличить выход водорастворимого белка до 10,4 раза по сравнению с контролем (био-
масса микроводорослей с целыми клетками). Время дезинтеграции также является важ-
ным фактором, величина которого прямо пропорционально влияет на затраты матери-
альных и энергетических ресурсов. Наиболее перспективными методами дезинтеграции с 
точки зрения сокращения времени на обработку являются сверхвысокочастотное излу-
чение и ультразвук. Сверхвысокочастотное излучение в большинстве случаев приводит к 
значительному сокращению числа крупных клеток из-за возникновения локальных микро-
скопических перегревов, вскипанию внутриклеточной воды и разрыву клеток, и, соответ-
ственно, уменьшению средней площади поверхности клеток микроводорослей. Ультра-
звук вызывает увеличение средней площади поверхности клеток при энергетических за-
тратах не более 7,5 кДж энергии на 25 мл суспензии, по-видимому, из-за отрыва макромо-
лекул и молекулярных комплексов с внешней поверхности цитоплазматической мем-
браны и клеточной стенки. Увеличение энергетических затрат более 7,5 кДж энергии на 
25 мл суспензии приводит к разрушению крупных клеток микроводорослей и вызывает 
снижение средней площади поверхности клеток. Использование этих методов позволяет 
значительно сэкономить время по сравнению с ферментативным методом обработки 
биомассы. При этом, с учетом величины выхода водорастворимого внутриклеточного 
белка, более перспективным методом является циклическое воздействие ультразвуком. 
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СВЧ-излучение, фермент 
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The aim of this study was a comparative analysis of disintegration methods (the use of 

enzyme lysozyme, microwave radiation and ultrasound) of microalgae Chlorella vulgaris Beijer 
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IPPAS C-1 (Chlorella sorokiniana) cells, allowing to extract maximum amount of water-soluble 

intracellular protein with minimal costs. Disintegration of microalgae cells can significantly in-

crease yield of water-soluble protein up to 10.4 times compared to the control (biomass of microal-

gae with whole cells). Disintegration time is also important factor, the value of which directly pro-

portionally affects cost of material and energy resources. The most promising methods of disinte-

gration in terms of reducing processing time are microwave radiation and ultrasound. Microwave 

radiation in most cases produces to a significant reduction in number of large cells due to the 

occurrence of local microscopic overheating, boiling of intracellular water and cell rupture, and, 

accordingly, a decrease in average surface area microalgae cells. Ultrasound causes an increase 

in the average cell surface area at an energy consumption of no more than 7.5 kJ of energy per 25 ml 

of suspension, apparently due to the detachment of macromolecules and molecular complexes from 

the cytoplasmic membrane and cell wall. An increase in energy consumption of more than 7.5 kJ 

of energy on 25 ml of suspension produces to destruction of large microalgae cells, and causes a 

decrease in average surface area of cells. The use of these methods can significantly save time 

compared to the enzymatic method of processing biomass. At the same time, taking into account 

the value of yield of water-soluble intracellular protein, a more promising method is cyclic exposure 

to ultrasound. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Биомасса микроводорослей может являться 
перспективным источником белка, поиски кото-

рого считаются актуальной научной проблемой из-
за постоянно растущего глобального спроса на 

продовольствие и корма для животных. Клетки 
микроводорослей имеют более высокую эффектив-

ность фотосинтеза по сравнению с высшими расте-
ниями и более гибкий метаболизм [1-3], а также, в 

зависимости от штамма, равны или превосходят по 

аминокислотному составу белка традиционные 
растительные источники белка [4, 5]. Белки клеток 

микроводорослей могут составлять до 42-58% су-
хой биомассы клетки, из которых около 20% вхо-

дят в состав клеточной стенки, 50% – ферменты, а 
оставшиеся 30% секретируются во внеклеточную 

среду [6]. Белки и пептиды, извлеченные из микро-
водорослей, помимо пищевой ценности, прояв-

ляют многочисленные биологические свойства: ан-
тиоксидантные, бактериостатические, антигипер-

тензивные, иммуномодулирующие и противовос-
палительные [7, 8]. Сложность извлечения белков 

из клеток микроводорослей заключается в том, что 
большинство видов микроводорослей обладают 

жесткими клеточными стенками [9-14], которые 

препятствуют экстракции белка. Клеточные стенки 
микроводорослей могут сильно различаться по 

строению, но чаще всего содержат следующие по-
лимеры: целлюлоза, гемицеллюлоза (ксилоглюкан, 

маннан, глюкуронан, (1 → 3)-β-глюкан), хитинопо-
добный пептидогликан и ульван [11-14]. Это об-

стоятельство представляет серьезную проблему 
при применении биомассы микроводорослей в ка-

честве источника пищевых нутриентов, поскольку 
она не усваивается людьми и нежвачными живот-

ными. Для разрушения клеточной стенки необхо-

димо применение эффективных методов дезинте-
грации, что сделает внутриклеточный белок до-

ступным для пищеварительных ферментов. По-
иску путей повышения энергоэффективности про-

цесса извлечения ценных компонентов из клеток 
уделяется большое внимание, поскольку на его 

долю приходится до 40-60% от общей себестоимо-
сти конечного продукта [15, 16]. Методы разруше-

ния клеток могут быть поделены на три группы: 
механические (физические), химические и биохи-

мические. Механические методы менее специ-
фичны и дезинтегрируют клеточные стенки всех 

видов микроводорослей, но более энергоемкие, 
чем химические и биохимические методы [14]. Хи-

мическая дезинтеграция клеточных стенок менее 
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энергоемкая, но связана с веществами, которые мо-

гут повлиять на качество и чистоту целевого про-
дукта [14]. Биологический метод дезинтеграции 

считается безопасным, но в настоящее время мало 
изучен и обычно экономически не выгоден [9].  

В связи с этим, целью исследования был 
сравнительный анализ методов дезинтеграции кле-

ток микроводорослей (ферментом "лизоцим", 
СВЧ-излучением и ультразвуком) и интерпретация 

причин изменения наблюдаемых характеристик. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

Объект исследования 

Объектом исследования являлся штамм 

Chlorella vulgaris Beijer IPPAS C-1 (Chlorella 

sorokiniana), полученный в Институте физиологии 

растений им. К. А. Тимирязева РАН. Культивиро-

вание штамма микроводорослей осуществлялось в 

фотобиореакторах объемом 2 л в течение 8 сут на пи-

тательной среде Тамия, которая вносилась на пер-

вые и четвертые сутки, в автотрофных условиях 

при уровне фотосинтетически активной радиации 

150 мкмоль фотонов/(м2·с)), количество вносимого 

посевного материала, отобранного на стационар-

ной стадии роста, составляло 10% от общего объ-

ема суспензии, температура культивирования со-

ставляла 30 ± 3 °С, уровень рН изменялся в диапа-

зоне 6,2-8,0, аэрация суспензии (180 л/(л·ч)) осу-

ществлялась газовоздушной смесью с содержанием 

диоксида углерода 0,03% [17]. Количество клеток в 

полученной суспензии составляло 40 млн кл/мл. 

Концентрирование биомассы 

Отделение фугата от биомассы микроводо-

рослей осуществлялось с использованием центри-

фуги Sigma 2-16 РК/2-16Р при скорости вращения 

4000 об/мин в течение 10 мин [17]. Количество кле-

ток в полученной сконцентрированной суспензии 

составляло 5,5 млрд кл/мл. 

Дезинтеграция клеток биомассы 

Полученная биомасса влажностью 98-99% 

делилась на образцы объемом по 25 мл. Дезинте-

грацию клеток микроводорослей осуществляли с 

использованием следующих методов (табл. 1-3): 

1. Разрушение клеток с применением фер-

мента лизоцима, взятого в количестве 5, 15 мг/г 

биомассы при температуре 37 °С в течение 4, 16 ч 

[18, 19] (табл. 1).  

2. Разрушение клеток с применением СВЧ-

облучателя LG MB-40R42DS (сверхвысокочастот-

ное излучение) мощностью 280, 420 или 560 Вт в 

течение 10, 20 или 30 с (1, 2 или 3 цикла обработки) 

[18] (табл. 2). 

3. Обработка клеток ультразвуком (дезин-

тегратор Scientz IID) с частотой 25 кГц, мощностью 

50 или 150 Вт в течение 60-300 с (режимы 1-4: 10 

или 50 операций обработки в режиме 5 с (обра-

ботка ультразвуком) и 1 с (перерыв); режимы 5-8: 

30 или 150 операций обработки в режиме 1 с (обра-

ботка ультразвуком) и 1 с (перерыв)) [18] (табл. 2). 

Отрицательным контролем была биомасса 

микроводорослей, используемая для экстракции 

водорастворимых внутриклеточных белков, без 

предварительной дезинтеграции. 

Определение сухого вещества клеток мик-

роводорослей в сконцентрированной суспензии 

Предварительно взвешенную пробирку со 

сконцентрированной биомассой клеток микрово-

дорослей помещали в сушильный шкаф «HS-

121A» при температуре 80 °С и сушили до посто-

янной массы (Δ = 0,01 г), затем взвешивали. Сухую 

биомассу определяли по формуле: 

М = (а-b)/V,   (1) 

где М – сухая биомасса, г/мл; а – масса центрифу-

жной пробирки со сконцентрированной биомассой 

клеток микроводорослей, г; b – масса центрифуж-

ной пробирки (фильтра) без осадка, г; V – объем 

культуральной жидкости, мл. 

Экстракция водорастворимых внутрикле-

точных белков из биомассы микроводорослей 

Экстракцию белков из биомассы микрово-

дорослей проводили в течение 24 ч при темпера-

туре 37 °С с использованием в качестве раствори-

теля фосфатного буфера (рН 7,2-7,4), взятого в ко-

личестве 25 мл [25].  

Отделение экстракта от биомассы 

После экстракции биомасса клеток отделя-

лась от экстракта с использованием центрифуги 

IKA mini G (в течение 10 мин при 6000 об/мин). 

Таблица 1 

Параметры дезинтеграции клеток лизоцимом 

Table 1. Parameters of cell disintegration by lysozyme 

Режим 
Время обработки фер-

ментом (х1), ч 

Количество вносимого фер-

мента (х2), мг/г 

Кодированное 

значение (х1) 

Кодированное значение 

(х2) 

1 16 15 +1 +1 

2 16 5 +1 -1 

3 4 15 -1 +1 

4 4 5 -1 -1 
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Таблица 2 

Параметры дезинтеграции клеток СВЧ-излучением и ультразвуком 

Table 2. Parameters of cell disintegration by microwave radiation and ultrasound 

Режим 
Время обработки СВЧ-

излучением (х1), с 

Мощность (х2), 

Вт 

Количество операций 

обработки (х3), шт 

Кодированное значение 

(х1) (х2) (х3) 

СВЧ-излучение 

1 30 560 3 +1 +1 +1 

2 30 280 3 +1 -1 +1 

3 10 560 3 -1 +1 +1 

4 10 280 3 -1 -1 +1 

5 30 560 1 +1 +1 -1 

6 30 280 1 +1 -1 -1 

7 10 560 1 -1 +1 -1 

8 10 280 1 -1 -1 -1 

9 20 420 2 0 0 0 

Ультразвук 

1 300 150 50 +1 +1 +1 

2 300 50 50 +1 -1 +1 

3 60 150 10 -1 +1 +1 

4 60 50 10 -1 -1 +1 

5 300 150 150 +1 +1 -1 

6 300 50 150 +1 -1 -1 

7 60 150 30 -1 +1 -1 

8 60 50 30 -1 -1 -1 

 

Определение концентрации водораствори-

мых белков в экстракте 

Содержание белка в экстракте определяли 

с использованием спектрофотометрического ме-

тода (спектрофотометр ПЭ-5400 УФ) [25] и с ис-

пользованием генетического анализатора Maxlife 

Personal Gene Analyzer H 100 [20]. Для расчетов ис-

пользовалось среднее значение концентраций, по-

лученных с использованием двух методик [24]. 

Подсчет энергетических затрат на дезин-

теграцию клеток в 25 мл суспензии  

Общие энергетические затраты на дезинте-

грацию клеток в 25 мл суспензии при обработке их 

ферментом лизоцимом Zf (Дж) складывались из 

следующих составляющих: 

Zf = Z1 + Z2,   (2) 

где Z1 – энергетические затраты на нагрев суспен-

зии микроводорослей с температуры 24 °С (темпе-

ратура в лаборатории) до 37 °С (оптимальная тем-

пература для действия лизоцима), определялись по 

формуле Z1 = cs·m·(t2-t1); сs – теплоемкость суспен-

зии микроводорослей, Дж/(г·К), m – масса суспен-

зии микроводорослей, г, t2 = 37 °С, t1 = 24 °С; Z2 – 

затраты на поддержание температуры 37 °С в тече-

ние всего времени обработки (принимались рав-

ными 40 Дж/ч), Дж. 

Энергетические затраты Zmw (Дж) при обра-

ботке биомассы микроводорослей (25 мл) СВЧ-из-

лучением определялись по формуле: 

Zmw = P·τ·n,   (3) 

где P – мощность СВЧ-излучения, Вт; τ – время 

воздействия СВЧ-излучения, с; n – количество цик-

лов обработки. 

Энергетические затраты Zus (Дж) при обра-

ботке биомассы микроводорослей (25 мл) ультра-

звуком определялись по формуле: 

Zus = Pu·τu,   (4) 

где Pu – мощность воздействия ультразвуком, Вт; τu 

– время воздействия ультразвука, с. 

Определение концентрации клеток в сус-

пензии и средней площади поверхности клеток 

Измерение концентрации клеток c в сус-

пензии микроводорослей до и после обработки раз-

личными способами дезинтеграции проводилось 

методом прямого подсчета с использованием ка-

меры Горяева. Диаметр клеток определялся с помо-

щью окуляр-микрометра [21]. Для расчета площади 

поверхности клеток S использовалась формула: 

S = 4·π·R2,   (5) 

где R – радиус клетки, мкм. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Анализ результатов эксперимента по дез-

интеграции клеток микроводорослей ферментом 

лизоцимом (табл. 3) позволяет сделать вывод, что 

применение ферментного препарата для дезинте-

грации клеток микроводорослей увеличивает вы-

ход белка до 2,9% (режим обработки 3). 
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Таблица 3 

Результаты эксперимента по дезинтеграции клеток 

лизоцимом 

Table 3. Results of an experiment on cell disintegration 

with lysozyme 

Режим 
Pr, % 

(масс.) 
ts, °С 

Zf, 

кДж 

S±1,9, 

мкм2 

Время обра-

ботки, ч 

1 2,4 

37±1 

17,4 18,1 16 

2 1,8 17,4 21,2 16 

3 2,9 5,4 47,8 4 

4 1,3 5,4 10,1 4 

Отриц. 

контроль 
1,1 24 0 38,5 - 

Примечание: где Pr – выход белка; ts – температура суспен-

зии после обработки 

Note: where Pr – protein yield; ts – suspension temperature after 

processing 

 

Увеличение времени обработки с 4 до 16 ч 

снижало выход белка, что, по-видимому, связано с 

разрушением части нативных белковых молекул во 

время длительного нахождения во внеклеточном 

пространстве. Важно отметить существенную раз-

ницу в наблюдаемой средней площади поверхно-

сти клеток S у образцов микроводорослей, разру-

шенных в условиях режимов 3 и 4. Как видно из 

результатов эксперимента, при малых дозировках 

фермент чаще разрушает крупные клетки, имею-

щие сформированную прочную клеточную стенку, 

которая содержит пептидогликан. Это приводит к 

уменьшению средней площади поверхности кле-

ток в 3,8 раза по сравнению с контролем. Лизоцим 

гидролизует β-(1→4)-гликозидную связь между  

N-ацетилмурамовой кислотой и N-ацетилглюкоза-

мином (ферментативный механизм воздействия), 

разрушает клеточную стенку, что приводит к ги-

бели крупных клеток. Молодые клетки с неболь-

шой площадью поверхности чаще выживают, по-

видимому, из-за того, что площадь взаимодействия 

клетки и молекул фермента меньше. При увеличе-

нии концентрации лизоцима молодые клетки с не-

большой площадью поверхности S чаще взаимо-

действуют с молекулами фермента. При этом кле-

точные стенки у них не настолько прочные, как у 

крупных возрастных клеток [23]. В связи с этим 

воздействие лизоцима на такие клетки осуществля-

ется, по-видимому, по типу катионного механизма: 

молекулы этого фермента способны встраиваться в 

клеточную мембрану с образованием в ней пор 

[22], что увеличивает проницаемость мембран. В 

результате из-за изменения осмотического давле-

ния площадь поверхности клеток S увеличивается 

в 1,2 раза (до 47,8 мкм2) по сравнению с контролем. 

Затем к 16 ч такие клетки разрушаются, что под-

тверждается снижением средней площади поверх-

ности клеток до 18,1 мкм2 (режим 1). При увеличе-

нии дозировки фермента выход белка увеличива-

ется в 1,6 раза, увеличение же времени обработки 

ферментом с 4 до 16 ч снижает выход белка на 17%.  

Максимальный выход белка при дезинте-

грации клеток микроводорослей СВЧ-излучением 

(режим 1) составил 5,5% (табл. 4).  

 
Таблица 4 

Результаты эксперимента по дезинтеграции клеток 

СВЧ-излучением 

Table 4. Results of an experiment on cell disintegration 

by microwave radiation 

Режим 
Pr, % 

(масс.) 
ts, °С 

Zmw, 

кДж 

S±1,9 

мкм2 

Время обра-

ботки*, ч 

СВЧ-излучение 

1 5,5 70 50,4 30,2 0,3 

2 4,3 53 25,2 22,9 0,25 

3 3,3 50 16,8 32,2 0,25 

4 3,1 45 8,4 28,3 0,2 

5 1,2 70 16,8 24,6 0,008 

6 1,3 52 8,4 28,3 0,008 

7 1,3 38 5,6 24,6 0,0003 

8 1,4 38 2,8 42,5 0,0003 

9 2,2 61 16,8 21,2 0,1 

Ультразвук 

1 11,4 38 37 13,8 0,08 

2 8,2 35 12,5 28,5 0,08 

3 6,2 34 7,5 32,2 0,02 

4 2,2 32 2,5 52,8 0,02 

5 3,4 39 22,5 32,2 0,08 

6 2,9 35 7,5 50,2 0,08 

7 1,1 35 4,5 52,8 0,02 

8 1,0 36 1,5 36,3 0,02 

9 1,3 36 13,5 26,4 0,05 

Отр. 

контр. 
1,1 24 0 38,5 - 

Примечание: * – время обработки рассчитывалось с уче-

том времени на охлаждение суспензии после каждой опе-

рации обработки 

Note: * – the processing time was calculated taking into ac-

count the time for cooling the suspension after each processing 

operation 

 

При этом порционный ввод энергии (ре-

жим 4) в суспензию более выгоден с точки зрения 

выхода белка, по сравнению с однократным вво-

дом энергии (режим 6). Это, вероятно, связано с 

тем, что каждый этап обработки позволяет вовлечь 

в процесс дезинтеграции новые небольшие клеточ-

ные агрегаты полярных молекул, которые образо-

вались на предыдущем этапе обработки в резуль-

тате разрушения больших клеточных образований: 
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компонентов клеточных стенок, органелл, мульти-

белковых комплексов. Эти образующиеся агрегаты 

полярных молекул начинают активно вращаться в 

переменном электромагнитном поле, что приводит 

к увеличению количества локальных микроскопи-

ческих перегревов, вскипанию большего объема 

воды и более эффективному разрушению клеток 

[28]. При извлечении из клеток микроводорослей 

нативных белков важно соблюдать температурный 

режим дезинтеграции, несоблюдение которого 

приведет к разрушению нативной структуры бел-

ковых молекул. СВЧ-излучение приводит к разру-

шению клеток с большой площадью поверхности 

при всех режимах обработки, кроме режима обра-

ботки биомассы №8. По-видимому, при осуществ-

лении этого режима образуется небольшое количе-

ство «локальных перегревов», вскипание воды не-

значительно, что приводит лишь к увеличению внут-

реннего объема клеток, но не разрушению клеток.  

Воздействие ультразвука (частота 25 кГц, 

мощность 50-150 Вт в течение 1-5 мин) на клетки 

микроводорослей Chlorella sorokiniana привело к 

значительному увеличению выхода водораствори-

мых белков от 1,2 раза до 10,4 раза, в зависимости 

от режима обработки суспензии.  

Значительное увеличение выхода водорас-

творимого белка объясняется явлением кавитации 

[23]. Увеличение средней площади поверхности 

клеток у образцов, обработанных в режимах 4, 6 и 

7 под действием ультразвука обусловлено, по-ви-

димому, отрывом макромолекул и молекулярных 

комплексов с внешней поверхности цитоплазмати-

ческой мембраны и клеточной стенки, который 

обусловлен возникающими на границе клетка-

внешняя среда кавитационными эффектами. Такой 

механизм обработки характерен для режимов, при 

осуществлении которых в суспензию объемом 25 мл 

вводилось не более 7,5 кДж энергии. Это приво-

дило к нарушению работы мембранных каналов, 

которые меняли свою проводимость, что вызывало 

изменение осмотического давления и размера кле-

ток. Введение в суспензию большего количества 

энергии, по-видимому, приводит к разрушению 

крупных клеток микроводорослей, что объясняет 

снижение средней площади поверхности при реа-

лизации режимов 1-3, 5, 8 и 9. Однако важно отме-

тить, что кратковременное воздействие ультра-

звука мощностью 50-150 Вт в течение 1 мин (ре-

жимы 4,7 и 8), вероятно, в основном способствует 

механическому разделению скоплений клеток, что 

объясняет невысокий выход водорастворимого 

белка. Полученные экспериментальные данные со-

гласуются с рядом исследований [26, 27], которые 

подтверждают эффективность применения ультра-

звука при извлечении внутриклеточных белков из 

биомассы микроводорослей Chlorella. 

Результаты экспериментального исследо-

вания показывают, что, по-видимому, реальное со-

держание белка в клетках микроводорослей значи-

тельно ниже, чем описано в большинстве исследо-

ваний [1-3, 5, 6]. Это можно объяснить тем, что 

большинство данных о концентрациях белков мик-

роводорослей получено с применением гидролиза 

биомассы водорослей и оценки общего азота; та-

ким образом, помимо белка учитывались другие 

компоненты микроводорослей, также содержащие 

азот (нуклеиновые кислоты, амины, и др.), данное 

предположение согласуется с выводом, сделанным 

в исследовании [4].  

ВЫВОДЫ 

Установлено, что дезинтеграция клеток мик-

роводорослей позволяет увеличить выход водорас-

творимого белка до 10 раз по сравнению с образ-

цами, не подвергавшимися разрушению. Выяв-

лено, что время дезинтеграции прямо пропорцио-

нально влияет на затраты материальных и энерге-

тических ресурсов. Наиболее перспективными ме-

тодами дезинтеграции с точки зрения сокращения 

времени на обработку являются СВЧ-излучение и 

ультразвук. Определено, что наибольший выход 

водорастворимого внутриклеточного белка 11,4% 

(масс.) наблюдался после дезинтеграции клеток 

ультразвуком частотой 25кГц, мощностью 150 Вт 

в течение 300 с в режиме обработки 5 с (обработка 

ультразвуком) и 1 с (перерыв). Перспективным под-

ходом к дезинтеграции клеток может стать сов-

местное влияние рассмотренных воздействий. 
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