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Аннотация. Проведены исследования модифицированных сред Тамия в отношении накопле-
ния биомассы  Chlоrellа vulgаris (M.W. Beijerinck). Изучено влияние температуры и длительности  
экстрагирования на выход целевого продукта. Результаты исследований показали, что хлорелла бы-
стрее накапливает биомассу на модифицированных средах Тамия. Увеличение температуры и дли-
тельности процесса повышает выход резиноида хлореллы.
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Abstract. Investigations of modified Tamiya mediums concerning Chlorella vulgaris (M.W. Beijerinck) 
biomass accumulation were held. The influence of temperature and duration of extraction on the yield of the 
desired product were studied. The results of research showed that chlorella biomass accumulates faster in 
the modified Tamiya mediums. Increase of the temperature and duration of the process increases the yield 
of chlorella resinoid.
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«Дубовый мох» это собирательный термин, 
укоренившийся в эфирномасличной промышлен-
ности и торговле [1], в основном, относимый к 
лишайнику Evernia prunastri L. из семейства пар-
меливые (Parmeliaceae) [2],  произрастающему не 
только на дубе, но и на других лиственных и хвой-
ных деревьях, кустарниках. Существует много ви-
дов ароматных лишайников, в частности E. furfu-
racea, Usnea barbata, Stica pulmonaceae, Lobaria 
pulmonaria, Ramalina,  Alectoria, Parmelia, рас-
пространенных на различных континентах [3] и 
используемых для извлечения душистых веществ. 

Резиноид - ароматический растительный экс-
тракт, получаемый из эфирномасличного сырья 
с использованием этилового спирта [4]. К основ-
ным странам, производящим ароматные продук-
ты из дубового мха, относятся Франция, США, 
Болгария, а до своего распада на ряд мелких стран 
Югославия и СССР (Краснодарский край, Крым). 
Характерный запах резиноиду придают α- и 
β-туйон, гераниол, борнеол, цинеол, цитронеллол, 
камфора, ванилин и другие ароматобразующие 

соединения. Также в составе резиноида найдены 
смолы; пигменты (главным образом, хлорофилл, 
придающий резиноиду темный цвет); каротино-
иды; токоферолы и воскоподобные вещества [5]. 
Его  применяют как душистое вещество шипро-
вого направления [6] и как фиксатор запаха [7-9]. 
Резиноид дубового мха широко используется в 
мыловарении, медицине и фармацевтике. Он обла-
дает антисептическим, заживляющим, смягчаю-
щим и тонизирующим действием на кожу [10-12].

«Дубовый мох» является малотоннажным ви-
дом эфирномасличного и лекарственного  расти-
тельного сырья.  Объемы переработки лишайни-
ков последние несколько десятилетий неуклонно 
снижались. На сегодняшний день получение рези-
ноида в мире, в частности, в России, по сравнению 
с концом 20 века снизилось втрое. Это связано с 
несколькими причинами: ликвидацией ресур-
сов лишайника в доступных местах и расшире-
нием производства синтетических заменителей.

Поэтому в связи с быстрым развитием совре-
менной промышленной биотехнологии особый 
интерес в качестве нетрадиционных источников 
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аромапродуктов представляют водоросли [13]. 
Сравнительная оценка биохимического состава 
лишайников и зеленых микроводорослей указы-
вает на то, что фенольные соединения этих орга-
низмов, обусловливающие ароматофиксирующие 
свойства, качественно близки, и Chlorella (M.W. 
Beijerinck) может являться источником резиноида 
[14]. Для роста и развития хлореллы необходимы 
вода, минеральные вещества, углекислый газ для 
фотосинтеза и кислород для дыхания. Недостаток 
света и питания задерживает развитие клеток на 
длительное время. Условия для наилучшего раз-
множения хлореллы на разных стадиях могут су-
щественно меняться. Так, например, установлено, 
что для процесса подготовки к размножению не-
обходимо усиленное питание клеток фосфором и 
серой, а для более интенсивного роста  - азотом и 
железом [15]. Цель данного исследования – опти-
мизация состава питательной среды для культиви-
рования хлореллы и температурного режима пе-
реработки альгосырья для получения резиноида.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектом исследования являлся штамм зе-

леной микроводоросли и альгомасса штамма  
Chlоrellа vulgаris BIN. Культивирование хлорел-
лы осуществляли на среде Тамия и ее двух моди-
фикациях, г/л: 

1. KNO3 – 7.5; MgSO4* 7H2O – 3.75; KH2PO4 – 
1.25; Ca(NO3)2 – 0.15; FeSO4 * 7H2O – 0.003; ЭДТА 
– 0.185. Раствор микроэлементов 1 мл. 

 2. (NH4)2SO4 – 3.0; MgSO4* 7H2O – 3.75; KH-
2PO4 – 1.87; FeSO4 * 7H2O – 0.0045; ЭДТА – 0.185. 
Раствор микроэлементов 1 мл.

Раствор микроэлементов, г/л: H3BO3 – 2.86; 
MnCl2 * 4H2O – 1.81; ZnSO4 * 7H2O – 0.222; MoO3 
– 176.4 мг/10 л; NH4VO3 – 229.6 мг/10 л; CuSO4 
* 5H2O – 0.01 мг/л; Co(NO3)2 * 4H2O – 0.146; KJ 
– 0.083; NaWO4 * H2O – 0.033; NiSO4(NH4)SO4 * 
6H2O – 0.198. 

Среды засевали культурой хлореллы в количе-
стве 10% от объема и  плотностью  0.6 * 106 клеток 

/мл. Освещение осуществляли лампами дневного 
света. Определение рН проводили на рН-метре 
Mettler Toledo. Количество клеток в суспензии 
определяли с помощью метода прямого подсчета 
в камере Горяева и нефелометрическим методом 
с использованием фотоколориметра КФК-3.01, в 
качестве контроля служила прозрачная жидкая 
питательная среда для культивирования хлореллы 
[16].  Получение резиноида осуществляли соглас-
но а. с.  1638157 (СССР) [17].  

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Оптимизация состава питательной среды 

для культивирования хлореллы 
Среда Тамия представляет питательный рас-

твор высокой концентрации минеральных солей. 
В ней содержится большое количество меди, мар-
ганца и молибдена. Поскольку фоновую концен-
трацию азота необходимо поддерживать на вы-
соком уровне, мы повысили его концентрацию в 
среде Тамия (модификации 1). В среде также уве-
личена концентрация MgSO4, добавили Ca(NO3)2 
и комплексное соединение – этилендиаминтетра-
уксусную кислоту (ЕДТА) для предотвращения 
выпадения осадков железа. В опыте заменили ни-
трат калия на сернокислый аммоний, увеличили 
количество сульфата магния, KH2PO4, FeSO4 (мо-
дификация 2). Так как на седьмые сутки культи-
вирования утилизация азота составляет 90 – 95%, 
вносили соли азота в исходном количестве, чтобы 
поддержать его концентрацию  в культуральной 
среде. 

Проведенный эксперимент показал, что уро-
жайность хлореллы на модифицированных сре-
дах больше (рис. 1), чем на стандартной среде при 
культивировании в течение 14 суток, температуре 
280С, освещенности 6000 люкс и рН 6. Количе-
ство клеток хлореллы на модификации 2 среды 
Тамия быстро увеличивалось, по сравнению со 
средой Тамия и ее модификацией 1. Это связано 
с тем, что хлорелла лучше усваивает аммонийный 
азот,  по сравнению с нитратным. При этом клетки 
изучаемого штамма на модифицированной среде 
Тамия (№ 2) находились в активном состоянии, 
крупного размера, ярко-зеленого цвета.

Спустя неделю культивирования клетки хло-
реллы на модифицированной среде Тамия (№ 1) 
начинали активное деление и уже на 10-ые сутки 
плотность клеток в суспензионных культурах на 

Рис. 1. Плотность клеток суспензионной куль-
туры в динамике роста и развития 
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модифицированных средах почти уравнялась. На 
14-е сутки наибольшее количество клеток наблю-
далось на модифицированной среде Тамия № 1. 

Изучение влияния температуры и длитель-
ности  экстрагирования на выход целевого 
продукта

Экстракция резиноида происходит при повы-
шенной (по сравнению с комнатной) температуре 
[18], поэтому она может влиять на выход конечно-
го продукта. Для экстракции использовался  спирт 
этиловый в концентрации не менее 92%, так как с 
уменьшением концентрации спирта увеличивает-
ся содержание балластных веществ в аромапро-
дукте. Опыт проводился при температурах 50, 60, 
700С (табл. 1). 

Проведенное исследование показало, что при 
температуре экстракции 500С выход резиноида 
составил 12%. Повышение температуры на 100С 
увеличило выход резиноида на 25% (с 12 до 15%).

Таблица 1
Влияние температуры на выход 

ароматического продукта
Показатель Экстрагирование Экстрагент

Температура, 0С 50 60 70 24 70
Выход конечно-
го продукта, % 11.88 14.91 15.76 10.2 13.75

Наибольший выход резиноида  наблюдался  
при температуре 700С - 16%. При этом увеличива-
ется эфирное число (15...17 мг/г), улучшается за-
пах, усиливается интенсивность окраски (от свет-
ло-зеленой до темно-зеленой).  При дальнейшем 
повышении температуры (76-780С) улетучивают-
ся ароматобразующие компоненты и разрушают-
ся биологически активные соединения. 

Предварительный подогрев спирта перед экс-
тракцией также влияет на выход ароматического 
продукта, увеличивая его на 3.55% (табл. 1). С 
увеличением продолжительности процесса извле-
чения до 6 часов (трехкратная экстракция этано-
лом в течение 3, 2, 1 ч при 700С) возрастает выход 
резиноида на 8%.

Полученный резиноид хлореллы представля-
ет собой  густую, смолянистую жидкость от тем-
но-зеленого до коричневого цвета. Запах прият-
ный, смолянистый с табачно-травянистой нотой. 
Преимуществами этого ароматического продукта 
является большое количество летучих веществ; 
отсутствие аллергенного компонента; содержа-
ние витаминов группы В; высокое содержание 
пигментов: хлорофиллов и каротиноидов [19].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования дают возмож-

ность использования модифицированных сред 
для выращивания биомассы хлореллы, на основе 
которой получают новый ароматический продукт 
– резиноид хлореллы для парфюмерно-космети-
ческих и химико-фармацевтических производств. 
Повышение температуры процесса, предвари-
тельный нагрев экстрагента и увеличение продол-
жительности экстракции  позволяет существенно 
повысить выход ароматического продукта.
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