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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ МЕТОДОВ ЭКСТРАКЦИИ ЛИПИДОВ 
ИЗ БИОМАССЫ ШТАММА СYANOBACTERIUM SP. IPPAS B-1200-

ПОТЕНЦИАЛЬНОГО ПРОДУЦЕНТА БИОДИЗЕЛЯ

Цианобактерии являются современными и перспективными продуцентами биодизельного 
топлива. Несмотря на то, что существует большой объем знаний об высоком накопление 
липидов отдельными штаммами цианобактерий на лабораторном уровне, открытым остается 
вопрос о экстракции липидов, позволяющих извлечь максимальное количество внутриклеточных 
липидов из биомассы. Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200 – штамм цианобактерии, изолированный 
из озера Балхаш. Согласно предыдущим исследованиям, анализ жирнокислотного состава 
суммарных клеточных липидов показал, что штамм Cyanobacterium sp. имеет высокое содержание 
миристиновой (14:0) и миристоолеиновой кислот (∆9-14:1) (30% и 10% от суммы жирных 
кислот, соответственно). Подобный ЖК-состав является редкостью для цианобактерий и, 
одновременно, именно 14:0 и ∆9-14:1 ЖК являются потенциальными целевыми продуктами для 
производства биотоплива. В статье рассмотрен процесс экстракции липидов из цианобактерий 
с использованием различных органических растворителей. Проведен сравнительный анализ 
методов экстракции липидов из биомассы штамма цианобактерии Cyanobacterium sp. IPPAS 
B-1200. Указаны экспериментальные данные выхода липидной фракции при экстракции с 
использованием различных органических растворителей. В качестве экстрагентов использовали 
следующие составы: хлороформ-метанол 2:1; хлороформ-метанол 1:2; гексан-изопропанол 3:2. 
Установлено, что экстракция липидов смесью метанол-хлороформ 2:1 (метод Блайя и Дайера) 
дает наибольший выход липидов и составляет 9% от сухого вещества биомассы исследуемого 
штамма. Полученные данные позволяют считать данный метод оптимальным.
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Comparative analysis of lipid extraction methods for biomass  
of the Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200 strain – potential producer of biodiesel

Cyanobacteria are modern and promising producers of biodiesel. Despite the fact that there is a 
large amount of knowledge about the high accumulation of lipids by individual strains of cyanobacteria 
at the laboratory level, the issue of lipid extraction, allowing to extract the maximum amount of intracel-
lular lipids from biomass, remains open. Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200 is a strain of cyanobacteria 
isolated from Balkhash lake. According to previous studies, the analysis of the fatty acid composition 
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of total cellular lipids showed that the strain Cyanobacterium sp. has a high content of myristic (14: 0) 
and myristoleoleic acids (Δ9-14: 1) (30% and 10% of the sum of fatty acids, respectively). Such an FA 
composition is a rarity for cyanobacteria, and at the same time, it is 14: 0 and Δ 9-14: 1 that FA s are 
potential target products for biofuel production. The article considers the process of lipid extraction from 
cyanobacteria using various organic solvents. A comparative analysis of the methods of lipid extraction 
from the biomass of the cyanobacterium strain Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200. Experimental data 
on the yield of the lipid fraction during extraction using various organic solvents are indicated. The fol-
lowing compositions were used as extractants: Chloroform-methanol 2/1; Chloroform-methanol 1/2; 
Hexane-isopropanol 3/2. It was found that lipid extraction with methanol/chloroform 2/1 (Bligh and 
Dyer method) gives the highest lipid yield and is 9% of the dry matter of the biomass of the strain under 
investigation. The obtained data make it possible to consider the Bligh and Dyer method to be optimal. 
Thus, research directed on study of possibilities of increasing lipid production and providing the good 
quality raw material will allow to find ways for solution of problem of obtaining the third generation 
alternative biofuel.
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Биодизельдің потенциалды продуценті Сyanobacterium sp. IPPAS B-1200 штамының  
биомассадан липидтерді экстракциялау әдістерін салыстырмалы талдау

Цианобактериялар биодизель отынының заманауи және перспективті продуценттері болып 
табылады. Лабораториялық жағдайда цианобактериялардың жеке штамдары липидтерді 
жоғары дәрежеде жинақтақтайтыны туралы көптеген мәліметтердің болуына қарамастан, 
биомассадан клеткаішілік липидтерді ауқымды көлемде бөліп алуға мүмкіндік беретін липид 
экстракциясы жайлы сұрақтар әлі де толығымен шешілмей қалып отыр. Cyanobacterium sp. IP-
PAS B-1200 – Балқаш көлінен бөлініп алынған цианобактерия штаммы. Клеткалық жиынтық 
липидтерінің май қышқылды құрамының талдауы бойынша Cyanobacterium sp. штаммында 
миристин (14:0) және миристоолеин қышқылдарының (∆9-14:1) мөлшері жоғары (сәйкесінше, 
май қышқылдарының 30% және 10%). Мұндай май қышқылды құрам цианобактерияларда сирек 
кездеседі, соның ішінде 14:0 және ∆9-14:1 май қышқылдары биоотын өндіру үшін потенциалды 
мақсатты өнім болып табылады. Мақалада әр түрлі органикалық ерітінділерді пайдалана 
отырып, цианобактериялардан липидтер экстракциясын алу процесі қарастырылған. Cyano-
bacterium sp. IPPAS B-1200 цианобактерия штамының биомассасынан липидтер экстракциясын 
алу әдісінің салыстырмалы талдауы жүргізілді. Әр түрлі органикалық ерітінділерді қолдана 
отырып экстракциялау барысында липидтер фракциясы жайлы тәжірибелі мәліметтер 
көрсетілген. Экстрагент ретінде келесі қосылыстар пайдаланылды: хлороформ-метанол 2/1; 
хлороформ-метанол 1/2; гексан-изопропанол 3/2. Метанол/хлороформ 2/1 (Блай және Дайер 
әдісі) қоспаларымен липидтерді экстракциялауда ең көп мөлшерде липидтер шығарылды және 
зерттелінетін штамм биомассасының құрғақ затының 9% құрайтыны анықталды. Алынған 
мәліметтер Блай және Дайер әдісінің оңтайлы екенін көрсетеді. Осылайша, белгілі бір шикізат 
сапасын қамтамасыз ету және липид өнімін арттыру мүмкіндіктерін анықтауға бағытталған 
зерттеулер үшінші буынды альтернативті биоотын алу мәселелерін шешу жолдарын табуға 
мүмкіндік береді.

Түйін сөздер: липидтер, экстракциясы, Cyanobacterium sp., биодизель.

Введение

Вопрос в отношении получения биодизеля 
из фототрофов обсуждается более чем 50 лет, но 
только кризис в середине 1970-х годов послужил 
причиной финансирования программ по получе-
нию энергии из цианобактерий США и Японией 
(Usui, 1997:487; Naik, 2010:578; Pahl, 2010:298). 

Биотопливо «третьего» поколения связывают с 
использованием биомассы фототрофных микро-
организмов, которая как энергетическое сырье 
по своим характеристикам превосходит другие 
сырьевые биоресурсы. Подтверждено, что вы-
ращивание цианобактерий является менее за-
тратным, а их высокая продуктивность позво-
ляет получить с единицы площади значительно 
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больше запасенной химической энергии, нежели 
при культивировании традиционных наземных 
сельскохозяйственных культур. Так, например, 
при культивировании некоторых фототрофных 
микроорганизмов с гектара можно получать 
около 98,4 м3 высококачественного биодизеля 
в год (Da Rós, 2013:2365; Schenk, 2008:20), в то 
время как, например, из рапса при урожайности 
16 ц/га в год можно получить лишь 0,68 м3 этого 
же биотоплива. Экономические расчеты пока-
зывают, что затраты на производство биомассы 
микроводорослей в объеме 100 т/год составляют 
около 3000 дол. США в год, и при увеличении 
масштабов производства затраты снижаются. 
При культивировании может использоваться 
диоксид углерода, образующийся при сжигании 
теплоносителей, что также поможет существен-
но уменьшить расходы на производство (Chisti, 
2007:94; Al-Thani, 2012:427; Prˇibyl, 2014:241).

Цианобактерии являются современными 
и перспективными продуцентами биодизель-
ного топлива. Они представляют разнообраз-
ную группу грамотрицательных бактерий, спо-
собных к оксигенному фотосинтезу (Margulis, 
1975:21; Griffiths, 2009:493). Жирные кислоты 
цианобактерий могут быть потенциальными 
предшественниками для возобновимого произ-
водства цианодизеля и других полезных продук-
тов. Основным преимуществом использования 
цианобактерий в качестве сырья для получения 
биомассы является высокая скорость их воспро-
изводства, способность накапливать значитель-
ное количество жиров и, при наличии благо-
приятных условий, расти в течение всего года. 
Обычно при оптимальном поступлении пита-
тельных веществ и наличии всех факторов роста 
(солнечный свет, вода, диоксид углерода и ми-
неральные соли) масса данных культур за сутки 
способна удваиваться. При этом она может слу-
жить источником не только триацилглицеридов 
и углеводородов, используемых в производстве 
биотоплив, но и множества других высокоцен-
ных веществ: пигментов, сахаров, витаминов, 
антибиотиков (Steen, 2010:559; Liu, 2011:6905; 
Sarsekeyeva, 2015:329).

Жирные кислоты, встречающиеся в 
циaнобaктериях, представлены следующи-
ми видами: 14:0, 14:1Δ9, 16:0, 16:1Δ9, 16:2Δ9,12, 
18:0, 18:1Δ9, 18:1Δ11, 18:2Δ9,12, 18:3Δ9,12,15(ω3)13, 
18:3Δ6,9,12 и 18:4Δ6,9,12,15. Так в идеaле, для полу-
чения циaнодизеля, циaнобaктериaльный штaмм 
должен содержaть большое колличество С12-С18 
нaсыщенных и мононенaсыщенных жирных 
кислот (Krawczyk, 1996:801; Li, 2008:749; Лось, 

2014:370). Однако далеко не все виды цианобак-
терий могут быть использованы в качестве сы-
рья для производства биодизельного топлива. 
Так как выбор адекватной культуры зависит от 
количественного содержания липидной фрак-
ции и их жирнокислотного состава. 

При этом одной из основных задач в произ-
водстве биодизельного топлива из цианобакте-
рий является извлечение и получение сложных 
эфиров – триацилглицеринов (липидов). Не-
смотря на успехи в культивировании отдельных 
видов цианобактерий, коммерчески успешных 
промышленных методов экстракции липидов 
из их биомассы до сих пор нет. Извлечение ли-
пидов из биомассы цианобактерий осложняется 
наличием плотной, твердой оболочки. Кроме 
того, на выход продукта – липидной фракции, 
существенное влияние оказывает подбор экстра-
гента, так как экстрагирующая способность при-
меняемых органических растворителей разноо-
бразна (Lang, 2001:53; Antoni, 2007:23; Knothe, 
2009:729). 

В связи с этим следует отметить, что несмо-
тря на то что существует большой объем знаний 
об высоком накопление липидов отдельными 
штаммами цианобактерий на лабораторном 
уровне, открытым остается вопрос о экстракции 
липидов, позволяющих извлечь максимальное 
количество внутриклеточных липидов из био-
массы.

Штамм Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200 
выделен из соленной части озерa Бaлхaш (солен-
ность воды 4 г/л) Республики Кaзaхстaн. Соглас-
но предыдущим исследованиям, данный штaмм 
способен быстро расти в широком диапазоне 
температур (24-39°С), что говорит о высоком 
адаптивном потенциале клеток. Способность 
рaсти в широком диaпaзоне темперaтур явля-
ется хорошим признaком для введения штaммa 
в биотехнологический процесс, поскольку 
допускaет отклонение суточной темперaтуры 
культивировaния в знaчительных пределaх. 
Анализ жирнокислотного состава суммар-
ных клеточных липидов показал, что штамм 
Cyanobacterium sp. имеет высокое содержание 
миристиновой (14:0) и миристоолеиновой кис-
лот (∆9-14:1) (30% и 10% от суммы ЖК, соот-
ветственно) (Sarsekeyeva, 2014:1033). Подобный 
ЖК-состав является редкостью для цианобакте-
рий и, одновременно, именно 14:0 и ∆9-14:1 ЖК 
являются потенциальными целевыми продукта-
ми для производства биотоплива .

Целью настоящего исследования являлось 
проведение оптимизации методов экстракции 
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липидов для штамма Cyanobacterium sp. IPPAS 
B-1200 – потенциального продуцента биодизеля.

Mатериалы и методы исследования

В качестве материала для исследований ис-
пользовали коллекционный штaмм цианобак-
терии Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200, де-
понированный в Коллекции микроводорослей 
Института физиологии растений Российской 
Академии Наук и Республиканской Коллекции 
микроорганизмов Комитета науки Министер-
ства образования и науки РК. 

Для культивирования цианобактерии исполь-
зовали среду Заррука (Сиренко, 1975:248), выра-
щивание проводили в условиях лaборaторного 
люминостaтa в непрерывном режиме при ис-
кусственном освещении интенсивностью 50 
мкЕ∙м−2∙с−1 и темперaтуре 26-30°С. Массовое 
культивирование опытного штамма проводили 
в фотобиореакторе (PBR, Латвия) объемом 6 л 
на среде Заррука, при температуре 30˚C, посто-
янном освещении светом интенсивностью 110 
мкЕ∙м−2∙с−1 и аэрацией стерильной газо-воздуш-
ной смесью, обогащённой CO2 до концентрации 
1,5%. Рост культуры определяли по изменению 
оптической плотности на спектрофотометре 
PD – 303UV (Япония) при длине волны 750 нм. 
Концентрирование биомассы осуществлялось с 
помощью центрифуги 5810R (Eppendorf, Герма-
ния) при скорости вращения 5000 об. /мин. От-
гонка растворителя осуществлялась с помощью 
вакуумного ротационного испарителя IKA RV10 
basic (Германия). 

Определение сухого веса осуществляли в двa 
этaпa. Нa первом этaпе определяли общий су-
хой вес (циaнобaктерии + соли) для этого Клет-
ки осаждали центрифугированием при 5000 g. 
Культуру высушивали при 800С в течение трех 
дней. После выпaривaния и сушки мaтериaлa 
чaшки вновь взвешивaли нa aнaлитических весaх 
и по рaзнице весa определяли общий сухой вес 
(г/л). Нa втором этaпе сухой остaток зaливaли 
небольшим количеством дистиллировaнной 
воды. После полного рaстворения соли рaствор 
перемешивaли и вместе с нерaстворимой 
чaстью помещaли в мерную пробирку, где 
дистиллировaнной водой доводили до объемa 
рaвного объему обрaзцa нa первом этaпе и 
дaлее подвергaли центрифугировaнию. После 
центрифугировaния отбирaли чaсть рaстворa 
нaд осaдком и тем же методом, что и для опреде-
ления общего сухого весa, определяли сухой вес 
соли в исследуемом обрaзце (г/л). 

По рaзнице между общим сухим весом 
обрaзцa и сухим весом соли определили сухой 
вес циaнобaктерий (Сиренко, 1975:248). По-
грешность высчитывaли по формуле: 

С целью подбора оптимального метода экс-
тракции липидов из сухой биомассы цианобак-
терии были исследованы методами: 1) Метод 
Фолча. Сухую биомассу цианобактерии обра-
батывали метанол-хлороформенной смесью в 
соотношении 1:2. Промывку экстракта от не-
липидных компонентов осуществляли 0,9 %-й 
раствором NaCl. После расслоения фаз отделя-NaCl. После расслоения фаз отделя-Cl. После расслоения фаз отделя-
ли органическую фазу. Растворитель выпари-
вали и взвешивали осадок (Folch, 1957:497). 2) 
Метод Блайя и Дайера. Способ заключается в 
обработке сухой биомассы смесью хлороформ/
метанол (1:2), получении липидного экстракта, 
промывке его смесью хлороформ/метанол/H2O, 
и упаривании (Bligh, 1959:911). 3) Метод, пред-
ложенный Харой и Радиным. Сухую биомассу 
цианобактерии перемешивали в присутствии 
гексан-изопропаноловой смеси (3:2). Затем до-
бавляли 70 мМ раствора сульфата натрия и пе-
ремешивали в течении 2 минут до достижения 
разделения фаз. После двухфазного разделе-
ния, отбирали легкую органическая фазу (гек-
сан, содержую большую часть липидов) и про-
мывали. Гексан выпариливали на ротационном 
испарителе, осадок высушивали и взвешивали 
(Hara, 1978:420). Вес и концентрацию липидов 
в биомассе штамма Cyanobacterium sp. IPPAS 
B-1200 определяли следующими уравнениями: 
Вес липидов = (вес контейнера+липидный экс-
тракт) – вес контейнера. Концентрация липи-
дов = количество экстрагированных липидов, г 
/ 1 г сухой биомассы × 100%. Статистическую 
обработку данных эксперимента проводили в 
программе Exсel 2013. 

Результаты исследования и их обсуждение

В настоящее время накоплен значительный 
экспериментальный материал по экстракции 
липидной фракции из фототрофных микроор-
ганизмов (Gopinath, 2014:2319; Kiaei, 2015:236). 
Установлено, что достаточно полная экстрак-
ция липидов может быть осуществлена, если 
применять смесь полярного  и неполярного 
или слабополярного растворителя. Обычно ис-
пользуемый в качестве полярного компонента 
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спирт, который ослабляет прочность комплекса 
липиды – белки, что обеспечивает полноту экс-
тракции неполярным растворителем. Эффектив-
ность экстракции в значительной мере зависит 
от степени разрушения клеточной структуры 
исследуемых объектов. Так к примеру класси-
ческим методом извлечения липидов является 
метод экстракции с использованием смеси хло-
роформ-метанол (1:1, по объему) разработанный 
в 1951 году Фолчем и другими, метод является 
быстрым и эффективным (Folch, 1957:497). Од-
нако хлороформ обладает высокой токсично-
стью, и его использование нежелательно. По 
этой причине его эффективность при экстрак-
ции липидов из биомассы микроводорослей все 
еще нуждается в дальнейшей оценке. Также ис-
пользуется смесь с соотношением метанола и 
хлороформа 2:1 (об./об.) – метод Блайя и Дай-
ера (Bligh, 1959:911). В качестве замены хлоро-
форма используют дихлорметан в соотношении 
метанол-дихлорметан 1/2 (об./об.) – метод Чена 
(Chen, 2013:9). Смесь растворителей с низкой 
токсичностью гексан/изопропанол 3:2 (об./об.) 
предложена Харой и Радиным в качестве заме-
ны смеси хлороформ/метанол (Hara, 1978:420). 
Чистый спирт (например, бутанол, изопропанол 
и этанол) является дешевым летучим экстраген-

том и способен образовывать водородные связи 
с белково-липидными комплексами мембран 
из-за своей полярной природы. Однако, его по-
лярная природа также является недостатком, 
поскольку ограничивает взаимодействие с ав-
тономными глобулами нейтральных липидов. 
Оказалось, что в зависимости от объекта и типа 
экстрагента, экстрагируемость варьирует от 3,7 
до 10,4 % (Lee, 2010:75; Selvan, 2013:262). Это 
означает, что перед началом работы с каждым 
новым объектом в идеале необходимо подобрать 
оптимальный для него метод экстракции. 

Перед началом эксперимента клетки Cyano-
bacterium sp. IPPAS B-1200 подращивали 3−4 
суток в колбах в 200 мл жидкой среды Заррука, 
Подрощенную культуру переносили в фотобио-
реактор со свежей средой Заррука и культиви-
ровали в течении 6-ти суток при оптимальных 
условиях. Начальная оптическая плотность 
суспензии штамма Cyanobacterium sp. B-1200 
составляла ОП750 – 0,3. Измерение оптической 
плотности исследуемой культуры проводилось 
каждые сутки. 

Стационарную фазу роста опытный штамм 
Cyanobacterium sp. B-1200 достиг на 6-ые сутки. 
Кривые роста исследуемой культуры представ-
лена на рисунке 1.

Рисунок 1 – Кривая роста штамма Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200
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На следующем этапе эксперимента плот-
ную суспензию исследуемой культур, концен-
трировали с помощью центрифуги и высушива-
ли. С целью оптимизации методов экстракции 
липидов, позволяющих извлечь их максималь-
ное количество из биомассы цианобакетрии 
Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200 проводил-
ся сравнительный анализ трех методов экс-
тракции липидов из биомассы цианобактерии: 
метод Фолча, метод Блайя и Дайера и метод, 
предложенный Харой и Радином, которые от-
личаются между собой использованием различ-
ных растворителей и в разных соотношениях. 
В качестве экстрагентов использовали следую-
щие составы: хлороформ-метанол 2:1 (об/об); 
хлороформ-метанол 1:2 (об/об); гексан-изопро-
панол 3:2 (об/об). После окончания экстраги-
рования, экстракт и обезжиренную биомассу 

разделяли центрифугированием. Экстракт пред-
ставляет собой смесь три- и диацилглицеролов 
в органическом растворителе. После отгонки 
органического растворителя на вакуумном ро-
тационном испарителе, липидная фракция по-
ступает в реактор для проведения химического 
процесса получения компонентов биодизельно-
го топлива. Обезжиренная биомасса содержит 
смесь остатков оболочек, клеточного белка и 
минеральных веществ, которые можно исполь-
зовать в качестве белковой кормовой добавки. 
В результате экспериментов были получены 
данные, позволяющие вычислить концентра-
цию липидов на сухой вес биомассы штамма 
Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200. Обобщенные 
данные по всем трем видам экстракции липи-
дов из биомассы исследуемой цианобактерии 
представлены на рисунке 2.

Рисунок 2 – Количество липидов при различных методах экстракции

Результаты опыта показали, что наибольший 
выход липидов 90 мг/г сухого вещества биомас-
сы наблюдался при экстракции биомассы ме-
тодом Блайя и Дайера, где использовали смесь 
хлороформ:метанол в соотношении 1:2. В то же 
время в присутствии других исследуемых мето-
дов экстракции липидов, данный показатель со-
ставлял для метода Фолча– 70 мг/г, а для метода 

гексан/изопропанол – 30 мг/г сухого вещества 
биомассы. По результатам эксперимента можно 
сделать вывод, что наибольший выход липидов 
9% от сухого вещества биомассы наблюдается 
при использовании в качестве экстрагента смеси 
хлороформ-метанол в соотношении 1:2, в то вре-
мя как использование этой же смеси экстраген-
тов в соотношении 2:1, выход липидов составил 
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7%, а применение смеси экстрагентов гексан/
изопропанол в соотношении 3:2 данный показа-
тель составил 3% (Талпақова, 2017:112). Данный 
результат можно объяснить тем, что некоторые 
нейтральные липиды находятся в цитоплазме 
не только в виде липидных глобул, но и в каче-
стве комплексов с полярными липидами. Эти 
комплексы тесно соединены водородными свя-
зями с белками клеточной мембраны. Ван-дер-
Ваальсовое взаимодействие, возникающее меж-
ду неполярным органическим растворителем и 
нейтральными липидами, которые находятся в 
составе белково-липидных комплексов, являет-
ся недостаточным для того, чтобы разрушить 
взаимодействие между липидами и белками. 
Поэтому увеличение концентрации полярного 

органического растворителя (такого как мета-
нол) способствует нарушению липидно-белко-
вых ассоциации путем образования водородных 
связей с полярными липидами, находящимися в 
комплексе.

При анализе полученных результатов можно 
сделать вывод, что экстракция методом Блайя и 
Дайера позволяет максимально извлечь липиды 
из биомассы штамма Cyanobacterium sp. IPPAS 
B-1200. Установлено, что экстракция липидов 
из клеток коллекционного штамма в присут-
ствии хлороформ-метаноловой (1:2) смеси явля-
ется оптимальная, что позволяет рекомендовать 
данный метод в производстве биодизеля на ос-
нове щтамма цианобактерии Cyanobacterium sp. 
IPPAS B-1200.
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