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PDK 582.232R.P. TrenkensoÔ, R. G. Gkeborgk�z, E. G. Lian�kh
,Q. A. Oikonìmou. Ep�tomh melèth sti
 arqè
 th
kallièrgeia
 th
 spiroul�na
. � Wkeanologikì kèntro EAEOukran�a
, 2009. � 101 s. � (Proèkdosh)Aut  h èkdosh e�nai sÔntomh perigraf  gia thn kallièrgeiath
 spiroul�na
 se ergasthriakè
 sunj ke
 kai sti
 sunj ke
paragwg 
 biom�za
 spiroul�na
 sthn biomhqanik  kl�maka. Todok�mio autì èqei endiafèron gia tou
 bioteqnolìgou
 kai tou
 ex�eidikeumènou
 ston tomèa th
 biomhqanik 
 kallièrgeia
 alg¸n.Ep�sh
 ja fane� qr simo stou
 metaptuqiakoÔ
 foithtè
an�logh
 exeid�keush
 kai genik� stou
 foithtè
 twn anwtèrwnkai anwt�twn sqol¸n.
Настоящее издание представляет собой краткое руковод-

ство по культивированию спирулины в лабораторных услови-
ях и в условиях производства биомассы спирулины в промыш-
ленных масштабах.
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Eisagwgh 5EisagwghAutì to egqeir�dio � e�nai to arqikì st�dio ergas�a
 p�nw stoellhnooukranikì egqe�rhma biomhqanik 
 kallièrgeia
 biom�za
spiroul�na
 uyhl 
 poiìthta
. H spiroul�na – e�nai mikroskopikìfÔko
, to opo�o èqei auxanìmeno endiafèron san antike�menobioteqnolog�a
. H biom�za th
 diajètei exairetikè
 idiìthte
, exait�a
 th
 sÔnjesh
 merik¸n bioqhmik¸n sustatik¸n, ta opo�aden br�skontai se kanèna �llo organismì sth Gh. Aux�netaih qr sh tou mikro�lgou
 sthn sÔgqronh drasthriìthta touanjr¸pou: sthn iatrik , kthnotrof�a, melissokom�a, agrotik paragwg , kajarismì apobl twn, paragwg  kalluntik¸n klp.'Eqei anebe� h z thsh sth biom�za
 spiroul�na
 kai ta proðìntath
 epexergas�a
 th
. Gia autì to lìgo emfan�sthke han�gkh melèth
 teqnologi¸n uyhl¸n apodìsewn se elegqìmene
sunj ke
. Gia k�poia e�dh fuk¸n tètoie
 teqnolog�e
  dhup�rqoun. P. q., to kuanopr�sino mikrofÔko
 Spirulina
(Arthrospira) platensis kallierge�tai sti
 teqnhtè
 dexamenè
 seìlo to kìsmo p�nw apì misì ai¸na.H epituq�a sthn kallièrgeia twn mikroalg¸n exart�tai seuyhlì bajmì apì to ep�pedo gn¸sewn sqetik� me to antike�menoth
 kallièrgeia
, th
 biolog�a
 tou, kai twn qarakthristik¸nth
 an�ptuxh
 tou. H sunèqeia sthn ergas�a me ta biologik�antike�mena e�nai h epilog  th
 teqnolog�a
 pou bas�zetai sthnpraktik  pe�ra kai dia�sjhsh. 'Omw
 tètoia antimet¸pishtou probl mato
 den epitrèpei thn apìkthsh (paragwg )ikanopoihtik 
 poiìthta
 biom�za
.H sÔntomh kajod ghsh aut  èqei stìqo na bohj sei ìlou
autoÔ
 pou jèloun ja aux soun to jewrhtikì tou
 ep�pedo stontomèa th
 kallièrgeia
 mikrofuk¸n. Sta apl� parade�gmata pouperièqei de�qnei ton trìpo ekt�mhsh
 th
 paragwgikìthta
, tontrìpo upologismoÔ jreptikoÔ mèsou pw
 epilègetai h kat�llhlhpuknìthta th
 kallièrgeia
 klp.
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, Q.A.Oikonìmou1. Tautìthta tou stelèqou
mikrofÔkou
 Spirulina platensis

Паспорт штамма Spirulina platensisEpisthmonik  onomas�a.
Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont, 1892'Alle
 onomas�e
.
Spirulina platensis (Nordstedt) Geitler, 1925; Spirulina

jenneri var. platensis Nordstedt, 1884Taxinìmhsh.
Cyanobacteria; Cyanophyceae; Oscillatoriophycideae;

Oscillatoriales; Phormidiaceae; Phormidioideae.'Idruma ìpou ful�ssetaiInstitoÔto biolog�a
 nìtiwn jalass¸n, EAE, (InBNJth
 pìlh
 SebastoÔpolh): Tm ma bioteqnolog�a
 kai futik¸npìrwn, tm ma oikologik 
 fusiolog�a
 mikrofuk¸nProèleush tou stelèqou
.Anagennhmèno apì tamplète
 (proðìn Ind�a
) to 1996Po�o
 kai pou tautopoi se to sugkekrimènostèleqo
.Alisigiebit
 A.B. 1996 apì to tm ma bioteqnolog�a
 kaifutik¸n pìrwn InBNJNeìterh perigraf  tou stelèqou
Alisiebit
 A.B., 2006, tm ma bioteqnologi¸n kai futik¸npìrwn, InBNJQarakthristik�.Kuanopr�sino prokariwtikì mikrofÔko
 (kuanobakt rio),me taqÔ rujmì an�ptuxh
, se Ôdata ploÔsia se dioxe�dio tou�njraka kai �lla oxe�dia autoÔ, se perib�llon me tropikè
kai upotropikè
 sunj ke
 jermokras�a
. Sugkatalègetai stae�dh tou plagktìn me qarakthristik� futik� (futoplagktìn).



Tautìthta tou stelèqou
 7Diajètei thn uyhlìterh anjektikìthta se diakum�nsei
 tou pH,se diakum�nsei
 th
 periektikìthta
 tou Ôdato
 se �lata, kaijermokras�a
, e�nai jermìfillo.Morfolog�a.Ta kÔttara parousi�zoun mikr  diaforopo�hsh (den diajèteipragmatikì pur na, den perièqei qrwmatos¸mata, pur nio,kenotìpia, mitoqìndria, endoplasmatikì d�ktuo klp). Ta triq�diath
 spiroul�na
 parousi�zontai rabdoeid  me kampÔle
 �kre
,periballìmena apì mandÔa blenn¸dou
 ulikoÔ kai parousi�zeidunatìthta pro¸jhsh
 me diadoqikè
 kin sei
 me thn morf ol�sjhsh
, kai me peristrofikè
 kin sei
. H morfolog�a twnkutt�rwn omoi�zei me qamhlokÔlindro kai br�skontai se sten epaf . Ta diafr�gmata metaxÔ twn kutt�rwn e�nai orat�Morfolog�a.O mèso
 ìro
 twn qarakthristik¸n twn kutt�rwn met�apì mètrhsh 50 kutt�rwn apì 50 diaforetik� triqoeid  e�nai:Pl�to
: 6,69±0,16 m, Ôyo
: 3,87±0,14 m, Mèso m ko
 triqid�wn:422,80±48,91 m. 'Ogko
 tou kutt�rou: 136,81±8,04 m3,Embadìn th
 epif�neia
 tou kutt�rou: 152,08±5,97 m2, de�kth
kampulìthta
: 0,84±0,006Perib�llon kallièrgeia
.Di�luma ZarroukTome�
 Efarmog 
.Bioteqnolog�a, w
 phg  bioenerg¸n ousi¸n, sthnkosmetolog�a, iatrik , kai paragwg  trof�mwn.Shme�wsh.Me thn entatik  kallièrgeia oi speiroeide�
 morfè
apousi�zoun. Mèta apì ton metemboliasmì tou stelèqou
 senèo jreptikì ulikì parousi�zetai statistik� axiìlogh (P=95%)me�wsh tou mèsou m kou
twn triqid�wn kai auxhsh tou de�kthkampulìthta
 twn kutt�rwn. Taxinìmhsh kai h sunwnum�aqrhsimopoioÔntai se antistoiq�a me to Pagkìsmio kat�logo
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, Q.A.Oikonìmoujalass�wn eid¸n (WoRMS) http://www.marinespecies.org/Bibliograf�a.[2, 6, 11, 12℄Sq ma pou antistoiqe� sto kÔttaro.KÔlindro
 me b�sh ton kÔkloFwtografik  apeikìnhsh.



2. SÔnjesh tou dialÔmato
 Zarrouk 92. SÔnjesh tou dialÔmato
 Zarrouk

Приготовление питательной среды ЗаррукTomèa
 qrhsimìthta
To jreptikì di�luma Zarrouk qrhsimopoie�tai kat� thn praktik ergasthriak  kai hmibiomhqanik  paragwg  twn prokaruwtik¸nkuanopr�sinwn mikroalg¸n tou tÔpou th
 Spirulina platensis

Geitl. [13℄.Orolog�aAlatoÔqo jreptikì di�luma gia mikro�lge
� di�luma metallik¸nal�twn se nerì to opo�o perièqei ìla ta apara�thta sustatik�gia thn an�ptuxh twn alg¸n.Exoplismì
1. Gu�lino skeÔo
 me ìgko 1 l�trwn gia thn paraskeu  toudialÔmato
;2. Gu�lino skeÔo
 me ìgko enì
 l�trou gia ta iqnostoiqe�a;3. Pipèta 10 ml wfèlimou ìgkou me akr�beia ±0,1 ml;4. Zugari� akribe�a
 me perij¸rio l�jou
 ìqi p�nw apì
±0,001 gr.Antidrast ria
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, Q.A.OikonìmouP�naka
 1: L�sta al�twn jreptikoÔ dialÔmato
.
№ Onomas�a gr/l�tro Qhmik kajarìthta1 NaHCO3 16,8 qk2 K2HPO4 0,5 qk3 NaNO3 2,5 qk4 K2SO4 1,0 qk5 NaCl 1,0 qk6 MgSO4 × 7H2O 0,2 qk7 CaCl2 0,042 qk8 FeSO4 × 7H2O 0,01 qk9 Na2EDTA 0,08 qk10 Di�luma iqnostoiqe�wn 1 ml/l�troP�naka
 2: P�naka
 sÔstash
 dialÔmato
 iqnostoiqe�wn.Onomas�a gr/l�tro Qhmik  kajarìthta1 H3BO3 2,86 qk2 MnCl2 × 4H2O 1,81 qk3 ZnSO4 × 7H2O 0,222 qk4 CuSO4 × 5H2O 0,08 qk5 MoO3 0,015 qk6 NH4V O 0,023 qk7 CoCl2 0,044 qk8 K2Cr2SO4 0,096 qk



2. SÔnjesh tou dialÔmato
 Zarrouk 11Parathr sei
. Gia ta ergasthriak� peir�mata to di�lumaparaskeu�zetai me thn qr sh apostagmènou neroÔ. Se sunj ke
biomhqanik 
 paragwg 
 mpore� na g�nei qr sh pìsimou neroÔ.Ektèlesh th
 diadikas�a
Oi posìthte
 al�twn oi opo�e
 perigr�fontai ston p�naka 1topojetoÔntai sto apostagmèno nerì me thn seir� pouanagr�fontai sto p�naka.1. Se 9 l�tra neroÔ dialÔontai 16,8 gramm�ria tou NaHCO3Jewre�tai ìti to NaHCO3 èqei dialuje� entel¸
 ìtan todi�luma tou e�nai entel¸
 diafanè
;2. Met�, dialÔontai ta �lata apì to №2 mèqri kai to №9 me thn�dia seir� pou anagr�fontai ston p�naka 1 kai prost�jetaito di�luma iqnostoiqe�wn;3. Sumplhr¸netai o ìgko
 me to apostagmèno nerì mèqri1 l�tro. Se 30�60 lept� to jreptikì mèso e�nai ètoimo giathn qr sh.To di�luma iqnostoiqe�wn paraskeu�zetai xeqwrist� enwr�tera,dialÔonta
 se èna l�tro neroÔ ti
 posìthte
 al�twn oi opo�e
anagr�fontai ston p�naka 2.'Elegqo
 poiìthto
H poiìthta tou dialÔmato
 èqei �mesh sqèsh me thn diaf�neiatou, thn emf�nish iz mato
   ìqi kai thn Ôparxh qlwr�da
 �llwnmikroorganism¸n met� apì mikroskopikì èlegqo.
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, Q.A.OikonìmouUpologismì
 tou jreptikoÔ mèsou gia thnspiroul�na. (Расчёт питательной среды)H Mètrhsh twn anìrganwn stoiqe�wn tou jreptikoÔ mèsou giathn spiroul�na ektele�tai an�loga me thn kuttarik  periekti-kìthta twn qhmik¸n ousi¸n. Ston p�naka 3 parajètontai oi mèse
sugkentr¸sei
 twn anìrganwn qhmik¸n stoiqe�wn an� gramm�riobiom�za
.P�naka
 3: SÔnjesh biom�za
 spiroul�na
 se sqèsh methn periektikìthta tou kutt�rou se anìrgana stoiqe�a th

Spirulina patensis.Anìrgano stoiqe�o Periektikìthta biom�za
, se mg/gr'Anjraka
 (C) 500'Azwto (N) 106,8Fwsfìro
 (P) 11,4K�lio (K) 18,8N�trio (Na) 17,4S�dhro
 (Fe) 0,945Asbèstio (Ca) 0,11Magn sio (Mg) 3,5Iqnostoiqe�aBìrio (B)Magg�nio (Mn) 0,064Yeud�rguro
 (Zn) 0,028Qalkì
 (Cu) 0,015Mìlubdo
 (Mo)Kob�ltio (Co) 0,0015Qr¸mio (Cr) 0,005



2.. H Mètrhsh twn anìrganwn stoiqe�wn 13Oi parap�nw periektikìthte
 twn anìrganwn ousi¸n sthnbiom�za e�nai oi an�gke
 (oikonomiko� suntelestè
) th
spiroul�na
 gia autè
 ti
 ous�e
. Dhlad  gia p�roumeèna gramm�rio xhr 
 biom�za
 prèpei na prosjèsoume ti
anagrafìmene
 posìthte
 ston parap�nw p�naka 3.A
 k�noume mia mètrhsh sugkèntrwsh
 al�twn sÔmfwna me taapara�thta stoiqe�a gia thn paraskeu  tou dialÔmato
 Zarroukgia na par�goume 1 gr xhr 
 biom�za
.1. O 'Anjraka
 (C) � prost�jetai sto jreptikì mèso methn morf  NaHCO3 (mageirik  sìda). A
 metr soumeto moriakì b�ro
 autoÔ tou �lato
: MB(NaHCO3) =23+1+12+16×3 = 84. To Moriakì B�ro
 tou �njrakaMB(C) = 12. To merikì moriakì b�ro
 (mazikì mer�dio)
w(C) =12/84=1/7. 'Ara gia na par�goume èna gramm�rioxhr 
 biom�za
 sto jreptikì mèso e�nai apara�thto naprosjèsoume 0,5×7=3,5 gr gramm�ria dittanjrakikì n�trio(NaHCO3). Sthn sÔnjesh tou dialÔmato
 Zarroukprost�jentai 16,8 gr/l NaHCO3, autì shma�nei ìti se ènal�tro jreptikoÔ mèsou (se sqèsh me ton �njraka) mporoÔmena par�goume 16,8/3,5=4,8 gr xhr 
 biom�za
 spiroul�na
2. O f¸sforo
 (P) � prost�jetai sto jreptikì mèson methn morf  K2HPO4 × 3H2O. A
 metr soume to moriakìb�ro
 tou �lato
: MB(K2HPO4 × 3H2O) = 39 × 2++1 + 32 +4×16+3×18 = 229. To merikì moriakìb�ro
 tou stoiqeiakoÔ fwsfìrou (mazikì mer�dio) stoparap�nw �la
 e�nai MB(P)=32. 'Ara to mazikì mer�diotou fwsfìrou e�nai w(P)=32/229=1/7,16. Prokeimènouna par�goume èna gramm�rio xhr 
 biom�za
 prèpei naprosjèsoume sto jreptikì mèso 11,4×7,16=81,58 mgr
K2HPO4 × 3H2O. Sthn sÔnjesh tou dialÔmato
 ZarroÔkperièqontai 0,66 gr/l K2HPO4 × 3H2O, �ra sto èna l�trojreptikoÔ mèsou se sqèsh me ton fwsfìro ja par�goume



14 R.P.TrenkensoÔ, R. G. Gkeborgk�z, E. G. Lian�kh
, Q.A.Oikonìmou0,66 gr / 81,58 mgr = = 8,1 gr xhr 
 biom�za
 spiroul�na
.3. To �zwto (N) prost�jetai sto di�luma me thn morf  �
NaNO3. A
 metr soume to moriakì b�ro
 autoÔ tou�lato
: MB(NaNO3)=23+14+16×3=85. To moriakìb�ro
 tou az¸tou e�nai MB(N)=14. To merikì moriakìb�ro
 tou az¸tou sto �la
 e�nai w(N)= =14/85 =1/6,07. 'Ara gia thn paragwg  1 grammar�ou xhr 
 biom�za
prosjètoume sto jreptikì mèso 106,8×6,07 = 648,43 mgrnitrikoÔ natr�ou (NaNO3). Sthn sÔnjesh tou dialÔmato
ZarroÔk perièqontai 2,5 gr/l NaNO3, dhlad  gia to ènal�tro jreptikoÔ mèsou (se sqèsh me to �zwto) mporoÔme nap�roume 2,5/0,64843 = 3,855 gr xhr 
 biom�za
 spiroul�na
.4. O s�dhro
 (Fe) prost�jetai sto di�luma me thn morf 
FeSO4 × 7H2O. A
 metr soume to moriakì b�ro
 tou�lato
: MB(FeSO4 × 7H2O)=278. To moriakì b�ro
tou sid rou e�nai MB(Fe)=56. To merikì moriakì b�ro
tou sid rou sto �la
 w(Fe)=56/278=1/4,96. 'Ara gia thnparagwg  1 grammar�ou xhr 
 biom�za
 prosjètoume stojreptikì mèso 0,945×4,96=4,68 mgr FeSO4×7H2O. SthnsÔnjesh tou dialÔmato
 ZarroÔk perièqontai 10 mgr/l
FeSO4×7H2O, dhlad  gia to èna l�tro jreptikoÔ mèsou (sesqèsh me ton s�dhro) mporoÔme na p�roume 10/4,68=2,13 grxhr 
 biom�za
 spiroul�na
.Parat rhsh. Prèpei na shmei¸soume ìti to �la

FeSO4 × 7H2O dialÔetai se xeqwristì doqe�o maz� me to�la
 Na2EDTA, pou epitrèpei na sqhmatiste� sÔmplokhous�a h opo�a mpore� na katanalwje� apì ta kÔttarath
 �lgh
. H posìthta tou prostijèmenou Na2EDTA(sÔmfwna me ta anaferìmena ston p�naka sÔnjesh
 toudialÔmato
 ZarroÔk) prèpei na e�nai 8 forè
 megalÔterh apìthn posìthta tou prostijèmenou sid rou.



2.. H Mètrhsh twn anìrganwn stoiqe�wn 155. To (Ca) prost�jetai sto di�luma me thn morf  CaCl2 ×

×2H2O. A
 metr soume to moriakì b�rou
 tou �lato
MB(CaCl2×2H2O)=146. To moriakì b�ro
 tou asbest�oue�nai MB(Ca)=40. To merikì moriakì b�ro
 tou asbest�ousto �la
 w(Ca)= 40/146=1/3,65. 'Ara gia thn paragwg  1grammar�ou xhr 
 biom�za
 prosjètoume sto jreptikì mèso11×3,65=40,15 mgr CaCl2 × 2H2O. Sthn sÔnjesh toudialÔmato
 ZarroÔk perièqontai 1 mgr/l CaCl2 × 2H2O,dhlad  gia to èna l�tro jreptikoÔ mèsou (se sqèsh meto asbèstio) mporoÔme na p�roume 1 gr xhr 
 biom�za
spiroul�na
.6. To magn sio (Mg) prost�jetai sto di�luma me thn morf 
MgSO4 × 7H2O. A
 metr soume to moriakì b�rou
 tou�lato
: MB(MgSO4 × 7H2O)=246. To moriakì b�ro
 toumagnhs�ou e�nai MB(Mg)=24. To merikì moriakì b�ro
 toumagnhs�ou sto �la
 w(Mg)=1/10,25. 'Ara gia thn paragw-g  1 grammar�ou xhr 
 biom�za
 prosjètoume sto jreptikìmèso 3,5×10,25=35,875 mgr MgSO4 × 7H2O. SthnsÔnjesh tou dialÔmato
 ZarroÔk perièqontai 200 mgr/l
MgSO4××7H2O, dhlad  gia to èna l�tro jreptikoÔ mèsou(se sqèsh me to magn sio) mporoÔme na p�roume 5,57 grxhr 
 biom�za
 spiroul�na
.7. W
 anafor� to K kai to Na oi an�gke
 twn alg¸n stastoiqei� aut�, ikanopoioÔntai pl rw
 me thn prosj khtwn al�twn NaHCO3, K2HPO4 × 3H2O tou p�naka touZarroÔk (seirè
 1,2). H prosj kh twn parap�nw al�twn(blèpe p�naka ZarroÔk) g�netai me stìqo thn aÔxhsh touwsmwtikoÔ fort�ou (alatìthta) tou dialÔmato
 mèqri ta 24gramm�ria an� l�tro. H prosj kh tou qlwrioÔqou natr�ouèqei san stìqo thn aÔxhsh osmwtikìthta
 tou jreptikoÔmèsou, kai h prosj kh tou jeiikoÔ kal�ou w
 phg  je�ou.Parat rhsh 1H. H mètrhsh th
 sugkèntrwsh
 iqnostoiqe�wn
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, Q.A.Oikonìmoug�netai akrib¸
 ìpw
 ta b mata 1�6.Parat rhsh 2H. Opoud pote �la
 pou dra san phg domik¸n stoiqe�wn twn kutt�rwn sto jreptikì mèso mporoÔmena to antikatast soume me k�poia �llh phg  tou �diou domikoÔstoiqe�ou. Gia par�deigma 2,5 gr NaNO3 san phg  az¸tou,mporoÔme na to antikatast soume me 2,1 gr/l KNO3.



3. Mèjodo
 susswreutik¸n kalliergei¸n 173. Mèjodo
 susswreutik¸nkalliergei¸n (periodik  kallièrgeia)
Метод накопительных культурO tomèa
 pou qrhsimopoie�tai h mèjodo
 periodik 
kallièrgeia
Paradosiak� oi perissìteroi eidiko� sti
 �lge
 qrhsimopoioÔnthn mèjodo susswreutik 
 kallièrgeia
.H parap�nw mèjodo
 qrhsimopoie�tai sthn udrobiolog�a,ìtan diex�getai èreuna gia ti
 epidr�sei
 diafìrwn paragìntwn,sthn an�ptux , sthn biosunjetik  ikanìthta klp, enì
 udrìbiouorganismoÔ. Katalamb�nei xeqwrist  jèsh sthn sullog  kaikallièrgeia mikrofuk¸n, pq gia thn dhmiourg�a kai thn sunt rhshamig¸
 kajar¸n kalliergei¸n mikroalg¸n.Onomatolog�aH mèjodo
 susswreutik 
 kallièrgeia
 e�nai o trìpo
kallièrgeia
 mikroalg¸n kat� thn opo�a sto fwtismènokallierght  pou perièqei jreptikì mèso prosjètoume mia mikr posìthta kutt�rwn mikroalg¸n (embìlio). Me thn p�rodotou qrìnou h sugkèntrwsh twn mikroalg¸n ft�nei se k�poiomègisto arijmì, dhlad , èrqetai k�poia stigm  ìpou h peraitèrwaÔxhsh th
 puknìthta
 den e�nai plèon dunat , diìti èqounperioriste� pia oi posìthte
 twn anìrganwn jreptik¸n ousi¸n,h èntash tou fwtì
 pou pern� diamèsou th
 kallièrgeia
,   èqeisumbe� suss¸reush twn proðìntwn tou metabolismoÔ,   k�poi�lloi fusikoqhmiko� par�gonte
 tou perib�llonto
. Katìpinh kallièrgeia pou èqei sqhmatiste� me ton parap�nw trìpoqrhsimopoie�tai w
 embìlio gia nèe
 kallièrgeie
.
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, Q.A.OikonìmouJewrhtik  Eisagwg Tupik  eikìna dunamik 
 puknìthta
 periodik 
 kallièrgeia
mikroalg¸n fa�netai sthn eikìna 1 sthn sel�da 21. H sus-swreutik  kampÔlh an�ptuxh
 qwr�zetai se merikè
 f�sei
 oiopo�e
 qarakthr�zontai apì sugkekrimènou
 de�kte
 kinhtik¸nparamètrwn. Arijm�zonta
 k�je per�odo an�ptuxh
, japarajèsoume mia sunoptik  perigraf  tou
 [10℄.1. F�sh prosarmog 
. San kanìna
 gia thn arqik per�odo th
 an�ptuxh
 th
 kallièrgeia
 e�nai qarakthristik  hupoleipìmenh aÔxhsh, h taqÔthta th
 an�ptuxh
 e�nai arnhtik ,kai kat� sunèpeia mei¸netai o arijmì
 twn kutt�rwn   h biom�za
B. Kat� to qronikì di�sthma autì ta kÔttara prosarmìzontai sekainoÔrgie
 periballontikè
 sunj ke
. H di�rkeia th
 parap�nwperiìdou mpore� na e�nai merik� lept� èw
 merik� eikositetr�wra,exart�tai apì thn entonìthta twn diafor¸n twn nèwn sunjhk¸nse sqèsh me ti
 prohgoÔmene
 pou  tan prosarmosmèna takÔttara. H dunamik  puknìthta th
 kallièrgeia
 sthn f�sh aut perigr�fetai me ton parak�tw tÔpo:

B = B0 · e
−µr ·(t−t0), (1)ìpou to µr � e�nai h eidik  taqÔthta kaÔsewn,(oi metabolikè
an�gke
 twn kutt�rwn gia thn sunt rhsh tou
); ìpou t0; B0 �e�nai o qrìno
 eisagwg 
 th
 biom�za
 kai h arqik  posìthtabiom�za
.2. Ekjetik  (logarijmik ) f�sh. De�kth
th
 sqetik 
 taqÔthta
 an�ptuxh
 µ se aut  thn f�shor�zetai sun jw
 me b�sh ti
 sunj ke
 fwteinìthta
, oi opo�e
paramènoun �die
 gia ti
 qamhlè
 puknìthte
, epeid  ta kÔttaraden ski�zoun to èna to �llo. Aut  h per�odo
 qarakthr�zetai apìstajerìthta th
 eidik 
 taqÔthta
 an�ptuxh
 µ = µm = const.Gia thn ekjetik  f�sh an�ptuxh
 qrhsimopoie�tai o susqetismì
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 susswreutik¸n kalliergei¸n 19th
 puknìthta
 th
 kallièrgeia
 me ton qrìno me thn ex 
 morf :
B = Bln · e µm·(t−tln), (2)ìpou µm parist� th mègisth eidik  taqÔthta aÔxhsh
; ìpou Blnh puknìthta th
 kallièrgeia
 thn qronik  stigm  tln.3. F�sh th
 grammik 
 an�ptuxh
. Sqedìnp�nta sthn kampÔlh th
 an�ptuxh
 twn mikroalg¸n mporoÔmena parathr soume ìti sqhmat�zetai èna platw. Autìqarakthr�zei thn stajerìthta th
 apìluth
 taqÔthta
 aÔxhsh
(apotelesmatikìthta th
 kallièrgeia
, P = Pm = const). Sthnqronik  stigm  pou parathre�tai to plat¸ h taqÔthta an�ptuxh
exart�tai apì ton rujmì qor ghsh
 tou dioxeid�ou tou �njraka,to opo�o aporrof�tai pl rw
 apì thn kallièrgeia kai perior�zeithn paragwgikìthta th
 kallièrgeia. Gia thn f�sh grammik 
aÔxhsh
 h sqèsh qrìnou biom�za
 parist�netai me ton ex 
 tÔpo:
B = Bl + Pm · (t − tl), (3)ìpou Bl -e�nai h puknìthta kallièrgeia
 kat� thn qronik  stigm th
 arq 
 th
 grammik 
 f�sh
 tl.4. F�sh th
 epibradunìmenh
 an�ptuxh
. H f�shepibradunìmenh
 an�ptuxh
 qarakthr�zetai apì to gegonì
 ìti hapìluth taqÔthta an�ptuxh
 se autì to shme�o th
 susswreu-tik 
 kampÔlh
 mei¸netai. H epibr�dunsh aut  mpore� na exh-ghje� me tou
 parak�tw dÔo lìgou
: Sthn pr¸th per�ptwshsumba�nei allag  k�poiou apara�thtou par�gonta, dhlad , hsugkèntrwsh k�poiou apì ta stoiqe�a apara�thtwn al�twn èqeimeiwje� k�tw apì to ìrio pou epitrèpei thn sÔnjesh twndomik¸n stoiqe�wn tou kutt�rou, sÔmfwna me ton nìmo twn

Michaelis–Menten. Sto tèlo
 th
 f�sh
 h taqÔthta an�ptuxh
mei¸netai stadiak� mèqri mhdenismoÔ. Sthn deÔterh per�ptwsh hpuknìthta th
 kallièrgeia
 ft�nei se shme�o, ìpou h taqÔthtasÔnjesh
, h opo�a kajor�zetai apì exwterik  ro  jreptik¸n
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, Q.A.Oikonìmousustatik¸n, sundèetai analogik� me thn taqÔthta metabolismoÔth
 kallièrgeia
, dhlad , sto tèlo
 th
 f�sh
 epibr�dunsh
 hkallièrgeia ft�nei se shme�o, ìpou to k�je kÔttaro par�gei to�dio posì enèrgeia
 (fwtosunjètei) me autì pou katanal¸nei(anapnèei). Aut  h f�sh qarakthr�zetai apì thn stajerìthtath
 eidik 
 taqÔthta
 anapno 
 µr = const. Gia thn f�shepibr�dunsh
 h sqèsh biom�za
 me ton qrìno ekfr�zetai me tonparak�tw tÔpo:
B = Bm + (Bm − Bl) · e−µr ·(t−tl), (4)ìpou h Bm e�nai h puknìthta th
 kallièrgeia
 se st�sh; Bl e�naih puknìthta th
 kallièrgeia
 sto tèlo
 th
 grammik 
 f�sh
 tou

tl. 5. F�sh mhdenik 
 an�ptuxh
. Qarakthr�zetaiapì thn paÔsh th
 an�ptuxh
 twn mikroalg¸n (µ = 0,
P = 0). H kallièrgeia èqei ft�sei sthn mègisth puknìthta
Bm, h opo�a exart�tai apì ti
 sunj ke
 fwtismoÔ, apìthn arqik  sugkèntrwsh kutt�rwn tou embol�ou, apì thnsugkèntrwsh tou aer�ou dioxeid�ou tou �njraka kai polloÔ
�llou
 fusikoqhmikoÔ
 par�gonte
. H stajerìthta th
puknìthta
 th
 biom�za
 mpore� na e�nai diaforetik  apì thnstajerìthta th
 kuttarik 
 sugkèntrwsh
. H di�rkeia th
f�sh
 th
 mhdenik 
 an�ptuxh
 mpore� na ekte�netai se merik�eikositetr�wra. Gia thn par�stash th
 dunamik 
 biom�za
qrhsimopoie�tai o parak�tw tÔpo
:

B = Bm, (5)ìpou Bm e�nai h sugkèntrwsh th
 biom�za
 se f�sh mhdenik 
an�ptuxh
.6. F�sh th
 fj�nousa
 an�ptuxh
. Kat� thn f�shth
 fj�nousa
 an�ptuxh
 parathre�tai h uper�sqush kataboli-smoÔ sta kÔttara par� anabolismoÔ. H taqÔthta an�ptuxh
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1 2 3 4 5 6H hlik�a th
 kallièrgeia
Hpuknìthta
th
kallièrge
ia


Sq ma 1. Dunamik  suss¸reush biom�za
   sugkèntrwshkutt�rwn sthn periodik  kallièrgeia mikroalg¸n Me ti
diakekommène
 grammè
 shmei¸nontai ta sqetik� ìria twn f�sewnth
 an�ptuxh
 th
 kallièrgeia
: 1 � f�sh prosarmog 
, 2 �f�sh ekjetik 
 an�ptuxh
, 3 � f�sh grammik 
 an�ptuxh
,4 � f�sh epibradunìmenh
 an�ptuxh
, 5 � f�sh mhdenik 
an�ptuxh
, 6 � f�sh fj�nousa
 an�ptuxh
.
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, Q.A.Oikonìmou(arnhtik ) isoÔtai me thn taqÔthta lÔsh
 twn kutt�rwn.Sthn f�sh th
 fj�nousa
 an�ptuxh
 parathroÔntai bajiè
fusiologikè
 allagè
 twn kutt�rwn twn mikroalg¸n mèqri th
ap¸leia
 th
 kallièrgeia
. Parathre�tai lÔsh twn kutt�rwnth
 biom�za
, pou sun jw
 odhge� se an�ptuxh bakthrid�wn.Emfan�zetai k�poia nèa algobakthriologik  qlwr�da, dhlad h kallièrgeia twn mikroalg¸n stamat�ei na uf�statai. Seper�ptwsh pou h kallièrgeia sthn f�sh fj�nousa
 an�ptuxh
qrhsimopoihje� w
 embìlio gia thn nèa periodik  kallièrgeia, tìteèna mèro
 twn kutt�rwn den èqei thn dunatìthta na anan yei stokanonikì rujmì metabolismoÔ. O tÔpo
 dunamik 
 puknìthta
kallièrgeia
 sthn f�sh fj�nousa
 an�ptuxh
 e�nai o �dio
 me tontÔpo (1) gia thn f�sh prosarmog 
:
B = Bm · e−µr ·(t−tst), (6)ìpou µr e�nai h eidik  taqÔthta metabolismoÔ, ìpou Bm e�nai hpuknìthta th
 kallièrgeia
 se f�sh stajer 
 an�ptuxh
, ìpou

tst e�nai o qrìno
 tèlou
 stajer 
 an�ptuxh
.Par�deigma upologismoÔ eidikoÔ rujmoÔan�ptuxh
 kai paragwgikìthta
 p�nw stapeiramatik� apotelèsmata
Пример расчёта величин удельной скорости роста и

продуктивностиOrismì
 stìqou'Elegqo
 dunamik 
 an�ptuxh
 Spirulina platensis sthnsuswreutik  kallièrgeia. Me b�sh peiramatik¸n apotelesm�twnja metr soume ton eidikì rujmì an�ptuxh
 kai paragwgikìthta
.
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 23Orismì
 tou stìqouLeptomer 
 perigraf  tou antike�menou e�nai sthn s. 6.Onomatolog�aBiom�za � ekfr�zetai se mon�de
 m�za
 posìthta
 zwntanoÔulikoÔ sth mon�da embadoÔ   ìgkou perib�llonto
 pou zei autìto ulikì (g/m2 h g/l).Ta ìrgana1. Zugari� hlektronik  «Sartorius», tÔpou 2, me eÔro
 laj¸n
±0,001 gr;2. Iontìmetro ergasthriakì I-160M me “iontoeklektikì”hlektrìdio ELIS 121 NO3. Apìluto eÔro
 laj¸n �0,001 gr/l;3. Kompresèr enudre�ou Maxima paragwgikìthta 4,8 leptì;4. Jermìmetro udrargÔrou 0-50℃me eÔro
 laj¸n ±0,5;5. Louxìmetro U-116 me eÔrou
 laj¸n ìqi p�nw apì 5% touposoÔ pou metr�me;6. Pipète
 «Biohit», 1000�5000 ml, ±1%, 10�100 ml,
±1,5�2,5%, 200�1000 ml, ±1�1,5%.Ta skeuh1. MezoÔre
 10 ml;2. KÔlindro
 1000 ml;3. Gu�lina pot ria 0,5 l.
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, Q.A.OikonìmouJreptikì mèsoTrìpo
 paraskeu 
 kai h sÔnjesh tou jreptikoÔ mèsou � stonpin�ka 1 sth s. 10.Oi mon�de
 pou metr�me1. Optik  puknìthta th
 kallièrgeia
 S. platensis sto m ko
kÔmato
 750 nm, (D750);2. pH;3. Jermokras�e
, t℃.Oi sunj ke
 ektèlesh
 tou peir�mato
Gia thn kallièrgeia th
 S. platensis qrhsimopoi jhkankallierght 
 ep�pedo-par�llhlou tÔpou apì gual� me ìgko 2 l mesunj ke
 24wrou fwtismoÔ. San phg  fwtì
 qrhsimopoi jhkesÔsthma lamp¸n LB-40 me mèsh fwteinìthta 10 klx. Toenai¸rhma anadeuìtan me aèra me qr sh tou kompresèr gia taenudre�a «Maxima». H di�tax tou sust mato
 kallièrgeia
 th

S. platensis � sthn eikìna 2.H seir� ektèlesh
 tou peir�mato
Ston kallierght  topojet jhkan to embìlio kai to jreptikìmèso se posìthte
 ¸ste h arqik  puknìthta th
 kallièrgeia
na g�nei D750 = 0,056. Sthn di�rkeia ìlou to peir�mato
 hl yh deigm�twn ginìtan k�je mèra sth
 11.00 h ¸ra. Stam�tovotthn paroq  aer�ou kai metriìtan thn jermokras�a kai to pHston kallierght . Prin thn l yh de�gmato
 o ìgko
 touenaiwr mato
 sumplhrwnìtan mèqri to shme�o 2 l me apostagmènonerì me stìqo thn epanìrjwsh tou ìgkou neroÔ pou e�qeexatmiste�. Mèta apì kal  an�deush tou enaiwr mato
 twn
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Sq ma 2. H Di�taxh tou sust mato
 kallièrgeia
 th

S. platensis
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, Q.A.Oikonìmoufuk¸n me anadeut ra qeirì
 ginìtan l yh deigm�twn me ìgko2 ml gia thn mètrhsh optik 
 puknìthta
 th
 S. platensis.Oi puknè
 kallièrgeie
 araiwnìtan me jreptikì mèso printhn mètrhsh. Gia thn l yh deigm�twn qrhsimopoiìtan pipèta(dosometrht 
) «Biohit» 1�5 ml. Met� ti
 metr sei
 ta de�gmataden epistrefìtan stou
 kallierghtè
.Seir� twn metr sewnGia to k�je de�kth k�je mèra ginìtan 1 mètrhsh. Parak�tw e�naih seir� energei¸n sthn di�rkeia twn metr sewn:1. Mètrhsh th
 fwteinìthta
. Epeid  h apìstash toukallierght 
 apì thn phg  fwtì
  tan �dia sthn di�rkeiaìlou tou peir�mato
, h fwteinìthta metr jhke mia for�sthn arq  tou peir�mato
;2. Mètrhsh th
 jermokras�a
 th
 kallièrgeia
;3. Mètrhsh tou pH th
 kallièrgeia
;4. L yh twn deigm�twn apì ton kallierght ;5. Mètrhsh th
 optik 
 puknìthta
 th
 S. platensis sto m ko
fwtì
 750 nm. M�rtura
 � apostagmèno nerì, h optik puknìthta tou den xeq¸rize apì to mèso th
 kallièrgeia
.Oi puknè
 kallièrgeie
 araiwnìtan me jreptikì mèso printhn mètrhsh.Ta stoiqe�a tou peir�mato
 sqetik� me thn dunamik  (rujmì)an�ptuxh
 th
 S. platensis e�nai ston pin�ka 3 kai sthn eikìna 3.'Ole
 ti
 metr sei
 twn paramètrwn susswreutik¸nkampÔlwn ègin�n sti
 mon�de
 optik 
 puknìthta
, basizìmenoisto gegonì
 ìti h optik  puknìthta kallièrgeia
 D750 kai hsugkèntrwsh twn kutt�rwn B e�nai sundemena me grammik <áx�swsh>> D750 = k · B [3℄.
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Sq ma 3. H dunamik  (rujmì
) th
 an�ptuxh
 th
 biom�za
 th

S. platensis
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, Q.A.OikonìmouA
 k�noume ti
 metr sei
 gia thn susswreutik  kampÔlh pouthn blèpoume sthn eikìna 3.Oi f�sei
 th
 an�ptuxh
. To sq ma th
 susswreutik 
kampÔlh
 exart�tai apì ta qarakthristik� tou kallierght , takinhtika qarakthristik� kai ti
 exwterikè
 sunj ke
, me ta opo�aginìtan kallièrgeia twn fuk¸n (fwteinìthta, metallik� stoiqe�aktlp). Pr¸to b ma ston orismì paramètrwn opoiasd potesusswreutik 
 kampÔlh
 e�nai to orismì
 twn or�wn diafìrwnstad�wn an�ptuxh
. Dustuq¸
, se autì to er¸thma den up�-rqoun koin¸
 anagnwrizìmenoi mèjodoi kai gia autì to lìgoìlh h eujÔnh aut 
 th
 diadikas�a
 pèftei p�nw ston ereunht .E�nai katanohtì ìti e�n o qwrismì
 th
 susswreutik 
 kampÔlh
se f�sei
 an�ptuxh
 e�nai l�jo
, tìte kai ìloi oi upìloipoiupologismo� ja e�nai l�jo
.A
 upojèsoume ìti h susswreutik  kampÔlh sthn eikìna 3apotele�tai apì 2 st�dia an�ptuxh
: ekjetik  f�sh (apì 0 èw
 324wro) kai h grammik  f�sh an�ptuxh
 (apì 3 èw
 8 24wro).Ja sqhmat�soume me b�sh ta peiramatik� shme�a autoÔ toutm mato
 th
 susswreutik 
 kampÔlh
 mia sun�rthsh (blèpetÔpo (2))
D(t) = Dln · e µm·t, (7)epilègonta
 suntelestè
 Dln kai µm me tètoio trìpo ¸steto sÔnolo tetrag¸nwn apost�sewn apì ta peiramatik� shme�amèqri thn kampÔlh ja e�nai ta el�qista1. O upologismì
 twnsuntelest¸n Dln kai µm gia ta dedomèna apì thn eikìna 4 èqeita ex 
 apotelèsmata:
D(t) = Dln · eµm·(t−tln) = 0,03 · e0,8·(t−0) (8)1auto� oi upologismo� sun jw
 g�nontai me qr sh majhmatik¸nprogramm�twn ta opo�a pragmatopoioÔn statistikoÔ
 upologismoÔ
elaq�stwn tetrag¸nwn.
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Sq ma 4. O upologismì
 tou meg�stou eidikoÔ rujmoÔ an�ptuxh

S. platensis me to tÔpo (8).



30 R.P.TrenkensoÔ, R. G. Gkeborgk�z, E. G. Lian�kh
, Q.A.OikonìmouUpologismì
 th
 paragwgikìthta
. Gia tonupologismì th
 meg�sth
 paragwgikìthta
 (Pm) qrhsimopoioÔmeta dedomèna th
 grammik 
 f�sh
 an�ptuxh
.Mètrhsh tou suntelest  tÔpou gia to grammikì <<tm ma>>(blèpe eikìna 5):
D(t) = Dl + Pm · (t − 3) = 0.84 + 0.4 · (8 − 3) (9)Efaptomènh gwn�a
 grammik 
 ex�swsh
 sti
 suntetagmène
 D−

Dl kai t− tl isoÔtai me to Pm, dhlad  Pm = 0,4 g · (l · 24wro)−1Dhlad  me ta peiramatik� dedomèna èqoume mètrhsh toumègistou eidikoÔ rujmoÔ an�ptuxh
 µm = 0,8 24wro−1 kai th
mègisth
 paragwgikìthta
 Pm = 0,4 g · (l · 24wro)−1
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Sq ma 5. O upologismì
 tou meg�stou rujmoÔ paragwgikìthta

S. platensis me to tÔpo (9)
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, Q.A.Oikonìmou4. Analogik  mèjodo
 suneqoÔ
kallièrgeia
 (sqedìn suneq 
kallièrgeia)
Квазинепрерывная культураO tomèa
 pou qrhsimopoi taiKat� thn di�rkeia th
 an�ptuxh
 suneq¸n kalliergei¸n opeiramatist 
 den mpore� na apofÔgei thn epèmbash tousthn an�ptuxh twn mikroalg¸n, diìti gia ton èlegqotwn di�forwn deikt¸n twn mikroalg¸n -ìpw
 puknìthtakallièrgeia
, bioqhmik  sÔnjesh biom�za
, klp. e�naiapara�thth h l yh deigm�twn, dhlad  h afa�resh k�poiou posoÔbiom�za. Pollè
 forè
 h epistrof  tou lhfjènto
 de�gmato
ston kallierght  e�nai adÔnath. Tìte anazhtoÔme k�poiosumbibasmì metaxÔ tou qronikoÔ diast mato
 pou paremb�lletaian�mesa sti
 dÔo diadoqikè
 l yei
 deigm�twn, twn ìgkwntwn deigm�twn, kai tou ìgkou kallièrgeia
. H mèjodo
susswreutik¸n kalliergei¸n e�nai m�a apì ti
 peript¸sei
diaforetikoÔ tÔpou mejìdou suneqìmenwn kalliergei¸n. Hmèjodo
 suneqìmenh
 kallièrgeia
 e�nai apotelesmatikìterhìtan prìkeitai gia thn elegqìmenh kallièrgeia mikroalg¸n,en¸ aut  h mèjodo
 parousi�zei pleonèkthma se sqèsh me ti
sugkr�sei
 twn peiramatik¸n apotelesm�twn ìpw
: h melèthtwn allag¸n th
 bioqhmik 
 sÔnjesh
 twn mikroalg¸n kat�thn allag  diafìrwn paragìntwn, h exereÔnhsh twn rujm¸nsÔnjesh
/di�lush
 k�poiwn ousi¸n pou pa�rnoun mèro
 stonkÔklo tou metabolismoÔ twn mikroalg¸n, ton orismì th
paragwgikìthta
 tou sust mato
 th
 kallièrgeia
, klp. Toshmantikìtero qarakthristikì sthn mèjodo aut  kallièrgeia
e�nai ìti h kallièrgeia anaptÔssetai sto st�dio th
 stajer 
dunamik 
 f�sh
, ìpou stajeropoie�tai h isìthta ìlwn twn



4. Analogik  mèjodo
 suneqoÔ
 kallièrgeia
 33eidik¸n rujm¸n kai dieukolÔnei se meg�lo bajmì thn jewrhtik melèth twn suntelest¸n an�ptuxh
 kai bioqhmik¸n deikt¸n tousugkekrimènou e�dou
 alg¸n.Onomatolog�aH mèjodo
 kallièrgeia
 mikroalg¸n onom�zetai suneqìmenh(sqedìn suneqìmenh) an plhroÔntai oi parak�tw ìroi: 1) Oìgko
 th
 kallièrgeia
 twn anaptussìmenwn mikroalg¸nfwt�zetai, anadeÔetai kai paramènei stajerì
; 2) 'Otan sthbiom�za prost�jetai to jreptikì mèso me sugkekrimèno rujmì;3) Apì ton ìgko th
 kallièrgeia
 afaire�tai mèro
 biom�za
 pouisoÔtai me ton rujmì pou prost�jetai to jreptikì ulikì.Jewrhtik  Eisagwg E�nai dÔskolo na katafèroume thn dhmiourg�a th
 pl rou
suneqìmenh
 ro 
 jreptikoÔ mèsou me thn qr sh twn parap�nwtri¸n paragìntwn. Gia ton lìgo autì qrhsimopoie�tai hmèjodo
 sqedìn suneqoÔ
 kallièrgeia
. H ous�a th
 mejìdoue�nai ìti h antikat�stash mèrou
 th
 kallièrgeia
 me to�dio posì jreptikoÔ mèsou ektele�tai ìqi suneqìmena, all�diakekommèna. Up�rqoun dÔo par�gonte
 pou or�zoun tontrìpo leitourg�a
 th
 kallièrgeia
: o ìgko
 th
 afairoÔmenh
biom�za
 / prostijèmenou mèsou kai h qronik  di�rkeia metaxÔtwn diadikasi¸n ananèwsh
 th
 biom�za
. Tropopoi¸nta
 autoÔ
tou
 dÔo par�gonte
 mporoÔme na elègqoume ton rujmì ro 
kai na sunthroÔme thn puknìthta th
 kallièrgeia sto epijumhtìep�pedo.Shmantikì rìlo sthn dunamik  puknìthta
 sqedìn suneqoÔ
kallièrgeia
, pa�zei o de�kth
 sqetik 
 ara�wsh
 kallièrgeia
 kaie�nai o suntelest 
 th
 ara�wsh

θ =

Bk

Bk

, (10)
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, Q.A.Oikonìmouìpou Bk e�nai h puknìthta kallièrgeia
 prin thn ara�wsh, ìpou;
Bk e�nai h puknìthta kallièrgeia
 met� thn ara�wsh kai k e�naio aÔxwn arijmì
 th
 ara�wsh
.O suntelest 
 th
 ara�wsh
 de�qnei ep� pìse
 forè
èqei araiwje� h kallièrgeia kai kuma�netai apì to èna (memhdenik  ara�wsh) mèqri to �peiro (h kallièrgeia met� thnara�wsh èqei mhdenik  puknìthta). Prosarmìzonta
 tonsuntelest  puknìthta
 mporoÔme na rujm�soume thn puknìthtath
 kallièrgeia
 mèqri sugkekrimèno ìrio. Gia thn ara�wshth
 kallièrgeia
 mèqri thn epijumht  puknìthta apì tonsunolikì (W ) ìgko ai¸rhsh
 mikroalg¸n sto kallierght ,ja afairèsoume mèro
 th
 kallièrgeia
 me ìgko w kai japrosjèsoume �dio ìgko jreptikoÔ mèsou, dhlad  o suntelest 
ara�wsh
 mpore� na ekfraste� me ton tÔpo:

θ =
W

W − w
. (11)A
 perigr�youme ton tÔpo gia ton ìgko afa�resh
 (  prosj kh
):

w = W −
W

θ
= W ·

(

1 −
1

θ

)

= W ·

(

θ − 1

θ

)

. (12)O tÔpo
 gia ton eidikì rujmì ro 
 jreptikoÔ mèsou se sqèshme ton ogko kallierght  e�nai o ex 
:
ω =

w

W · ∆t
=

θ − 1

θ · ∆t
=

1

∆t
−

1

θ · ∆t
. (13)ìpou ∆t e�nai h per�odo
 tou qrìnou metaxÔ twn arai¸sewn.E�nai olof�nero to gegonì
 ìti me thn me�wshtou diast mato
 metaxÔ twn arai¸sewn kai tou ìgkouprosjafa�resh
 me kat�llhlo trìpo ¸ste oi rujmo� naparamènoun stajero� (qwr�
 allagè
) h sqedìn suneq 
kallièrgeia plhsi�zei sta ep�peda th
 apolÔtwn suneqoÔ
.H tupik  eikìna dunamik 
 aÔxhsh
 th
 sqedìn suneqoÔ
kallièrgeia
 perigr�fetai sthn eikìna 6.
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∆t1 2 3H hlik�a th
 kallièrgeia
Hpuknìthta
th
kallièrg
eia


Sq ma 6. H dunamik  puknìthta th
 sqedìn suneqoÔ
kallièrgeia
 mikroalg¸n H diakekommènh gramm  shmei¸nei thnsusswreutik  kampÔlh an�ptuxh
. Me thn suneq  gramm shmei¸netai h dunamik  puknìthta th
 kallièrgeia
 kat� thnprosjafa�resh ulikoÔ.
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 mètrhsh
 optik 
puknìthta
 enai¸rhmato
kat¸terwn fwtotrìpwnmikroalg¸n
Методика измерения оптической плотностиO tomèa
 qrhsimìthta
.H mèjodo
 perigr�fei thn diadikas�a mètrhsh
 me�wsh th
fwtein 
 ro 
 mèsw tou enaiwr mato
 ghgenoÔ
 kallièrgeia
kat¸terwn fwtotrìpwn (p. q. mikroalg¸n) sto m ko
 kÔmato
fwtì
 750 nm se mon�de
 optik 
 puknìthta
. H diadikas�aaut  bas�zetai se mejìdou oi opo�e
 qrhsimopoioÔntai gia thnmelèth twn optik¸n qarakthristik¸n twn fut¸n [1℄, sthn dik ma
 per�ptwsh enaiwr mato
 twn mikroalg¸n [7℄.Onomatolog�a.Enai¸rhsh ghgenoÔ
 kallièrgeia
 kat¸terwn fwtotrìpwn e�naito sÔnolo twn kutt�rwn twn kat¸terwn fwtotrìpwn taopo�a br�skontai se kat�stas  enai¸rhsh
 sto ugrì jreptikì(kallierghtikì) mèso.Optik  puknìthta enai¸rhsh
 kat¸terwn fwtotrìpwn stom ko
 kÔmato
 750 nm (D750) e�nai o arnhtikì
 dekadikì
log�rijmo
 tou suntelest  diaperatìthta
 T enai¸rhsh
 stom ko
 kÔmato
 750 nm.Parat rhsh. O ìro
 <åptik  puknìthta>> qrhsimopoie�tai sthnbioteqnologik  praktik  me diaforetik  ènnoia se sqèsh me tonarqikì orismì, ìpw
 perigr�fetai apì ton nìmo twn Buger-

Lambert-Ber [3℄. Par' ìla aut� h perigrafìmenh diadikas�aqrhsimopoie�tai suqn� sthn praktik  th
 ergasthriak 
kallièrgeia
 mikroalg¸n san gr gorh mèjodo
 mètrhsh
 th
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 twn kutt�rwn [8℄, mètrhsh
 twn qarakthristik¸nan�ptuxh
 twn mikroalg¸n [4℄ klp.O skopì
 th
 mejìdou.To enai¸rhma th
 ghgenoÔ
 kallièrgeia
 kat¸terwn fwtotrìpwntopojete�tai sthn krustallik  metrik  mezoÔra apì qalaz�atou sugkentrikoÔ fwtohlektroqrwmatogr�fou kai metr�me toposostì th
 diaperatìthta
 sqetik� me thn mezoÔra pouperièqei jreptikì kallierghtikì mèso, pou parousi�zei mhdenik aporrìfhsh, h me apostagmèno nerì.Jewrhtik  eisagwg .O nìmo
 tou Buger-Lambert or�zei thn ex�rthsh tou posoÔ toumonoqrwmatikoÔ fwtì
 pou aporrof�tai apì to ulikì se sqèshme to p�qo
 tou aporrofhtikoÔ str¸mato
:
I = I0 · e

−kλl,ìpou I0 h èntash tou ep�pedou monoqrwmatikoÔ m ko
 kÔmato
fwtì
 pou diapern� to ulikì; I e�nai h èntash tou ep�pedoumonoqrwmatikoÔ m kou
 kÔmato
 fwtì
 sthn èxodo tou apìto ulikì; to e e�nai h b�sh tou fusikoÔ logar�jmou, l pouantiproswpeÔei to p�qo
 tou ulikoÔ (cm); kλ e�nai o de�kth
aporrofhtikìthta
 tou fwtì
 apì to ulikì (cm−1). O de�kth

kλ exart�tai apì to m ko
 kÔmato
 tou fwtì
 kai thn qhmik sÔstash kai thn qhmik  kat�stash tou ulikoÔ.Gia ta araiwmèna dialÔmata twn aporrofhtik¸n ousi¸n stonmh aporrofhtikì dialÔth isqÔei o nìmo
 tou Ber, o opo�o
 or�zeithn �mesh analog�a metaxÔ th
 aporrofhtikìthta
 tou fwtì
apì to ulikì (kλ) kai th
 sugkèntrwsh
 tou ulikoÔ sto di�luma(c):

kλ = κλ · c.
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 tou dÔo parap�nw nìmou
 odhgoÔmaste stonenopoihmèno nìmo twn Buger-Lambert-Ber:
I = I0 · e

−κλ· c· l = I0 · e
−Dt .'Opou κλ e�nai o suntelest 
 o opo�o
 exart�tai apì ti
 idiìthte
th
 dialumènh
 ous�a
 kai apì to m ko
 kÔmato
 tou fwtì
; ìpou

c e�nai h sugkèntrwsh th
 dialumènh
 ous�a
; ìpou l e�nai top�qo
 tou aporrofhtikoÔ str¸mato
. H tim  tou suntelest  κλexart�tai apì thn mon�da mètrhsh
 pou qrhsimopoioÔme gia thnsugkèntrwsh c. Gia par�deigma an to c metriètai se gr/l tìte osuntelest 
 κλ ja èqei thn tim  l/(gr · cm). O suntelest 
 Dtonom�zetai optikì p�qo
, or�zetai w
 posìthta qwr�
 diast�sei
kai ekfr�zetai se mon�de
 optikoÔ p�qou
. (mon. Opt.P�qou
). H analog�a èntash
 tou fwtì
 pou diapèrase se sqèshme thn arqik  èntash tou fwtì
 pou ekpemfjhke onom�zetaidiaperatìthta kai ekfr�zetai se mer�dio   se posostì %:
T =

I

I0

.MetaxÔ tou optikoÔ p�qou
 kai th
 diaperatìthta
 up�rqei hparak�tw analog�a:
Dt = − ln Tsthn pr�xh e�nai pio eÔkolh h èkfrash tou nìmou twn Buger-

Lambert-Ber me ton dekadikì log�rijmo epeid  h me�wsh th
èntash
 tou fwtì
 mpore� na metrhje� se mon�de
 pou e�naipollapl�sia tou dèka kai ìqi me ton fantastikì arijmì e. Sthper�ptwsh aut  o nìmo
 twn Buger-Lambert-Ber èqei thn ex 
morf :
I = I0 · 10−D; D = − lg T,ìpou to D e�nai optik  puknìthta, kai metriètai se mon. Opt.Pukn. H optik  puknìthta kai to optikì p�qo
 sqet�zontaimetaxÔ tou
 me thn ex 
 analog�a

D = lg e · Dt = 0,4343Dt
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 tou fwtì
 sto optikì mh omoeidè
perib�llon o nìmo
 th
 me�wsh
 th
 dèsmh
 fwtì
 e�nai an�logo
me ton nìmo twn Buger-Lambert:
I = I0 · 10−dλl,ìpou dλ e�nai o de�kth
 th
 di�qush
 o opo�o
 exart�tai apìto m ko
 kÔmato
 tou fwtì
, to mègejo
 twn mor�wn pou todiaqèoun, tou
 de�kte
 di�jlash
 twn mor�wn kai to perib�llonìpou ta mìria aiwroÔntai (cm−1), to l parist�nei to p�qo
 touulikoÔ pou prokale� thn di�jlash (cm). An to perib�llondi�jlash
 tautìqrona aporrof� to fw
 tìte o nìmo
 th
 me�wsh
monoqrwmatik 
 dèsmh
 fwtì
 e�nai an�logo
 me ton nìmo twn

Buger-Lambert:
I = I0 · 10−(kλ+dλ)l = I0 · 10−ελl,ìpou kλ e�na o de�kth
 aporrofhtikìthta
, to dλ e�nai o de�kth
di�qush
, to ελ = kλ +dλ kai parist�nei ton suntelest  me�wsh
tou dierqìmenou fwtì
 (Exaf�nish).Sta kÔttara twn katwtèrwn fwtotrìpwn, to megalÔteroposostì apì to aporrofoÔmeno fw
 ofe�letai sti
fwtosunjetikè
 qrwstikè
. Pèra apì autì to fw
 aporrof�taitautìqrona kai apì ta domik� stoiqe�a twn kutt�rwn,mesokuttarik� sustatik�, ti
 kuttarikè
 membr�ne
, klp.H aporrìfhsh tou fwtì
 apì ta domik� sustatik� twnkutt�rwn h opo�a den prokale�tai apì ti
 qrwstikè
 onom�zetaimh eidik  aporrìfhsh.H di�qush tou fwtì
 apì to enai¸rhma g�netai w
 apotèlesmath
 per�jlash
 th
 arqik 
 dèsmh
 fwtì
 lìgw th
 polÔuyhl 
 eterogèneia
 twn kutt�rwn. 'Otan qreiazìmaste nametr soume to posì th
 aporrofhtikìthta
 tou enaiwr mato
twn kutt�rwn qrhsimopoioÔme èna eidikì ìrgano me to ex�rthmafwtodiabajmismènh
 sfa�ra
, h opo�a kateujÔnei ti
 diaqeìmene
akt�ne
 ston katagrafèa.
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• Sugkentrwtikì
 fwtohlektroqrwmatogr�fo
 KFK-2(Ergost�sio fwtoptik¸n th
 pìlh
 Zagkìrski) meposostì l�jou
 sti
 metr sei
 pou den uperba�nei to 1,0%,me eÔro
 l�jou
 pou den uperba�nei to 0,3%. Diajèteiu�line
 mezoÔre
 p�qou
 0,5 cm;Ende�xei
 mètrhsh

• Suntelest 
 diaperatìthta
 enaiwr mato
 th
 ghgenoÔ
kallièrgeia
 mikroalg¸n me qr sh fwtì
 m kou
 kÔmato
750 nm, T750.Ta antidrast ria1. Apestagmèno nerì;2. NaCl (mageirikì �la
).Oi diadikas�e
.H tupik  an�lush ektele�tai sta parak�tw b mata:1. L yh tou de�gmato
;2. Proetoimas�a tou de�gmato
;3. Mètrhsh tou suntelest  diaperatìthta
 tou enaiwr mato
katwtèrwn fwtotrìpwn sta 750 nm;4. Upologismì
 twn apotelesm�twn.O qrìno
 pou mesolabe� metaxÔ th
 l yh
 tou de�gmato
 kai th
mètrhsh
 prèpei na e�nai el�qisto
 (ìqi parap�nw apì 5�7 lept�).L yh de�gmato
. To enai¸rhma ston fwtoantidrast raanakateÔoume polÔ kal� kai pa�rnoume mia mikr  posìthta sthn
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 tou de�gmato
 den prèpei na e�nai lig¸tero
apo 10 ml.Proetoimas�a tou de�gmato
. Amèsw
 prin touthn mètrhsh prèpei na dienerge�tai di�lush gia ti
 puknè
kallièrgeie
 tou de�gmato
 me qr sh isoosmwtikoÔ dialÔmato

NaCl2 kai akolouje� h mètrhsh twn apotelesm�twn. Giautìto skopì anakateÔoume k�poio posì enaiwr mato
 kai tou
NaCl se m�a sugkekrimènh analog�a. Thn analog�a di�lush
thn rujm�zoume ètsi ¸ste ta apotelèsmata th
 mètrhsh
 tousuntelest  diaperatìthta
 na br�skontai mèsa sta ìria akr�beia
th
 suskeu 
.Met� thn an�deush tou enaiwr mato
 xekin�me thn mètrhshth
 diaperatìthta
 gia na apofÔgoume thn susswm�twsh twnenaiwroÔmenwn kutt�rwn kai sthn diadikas�a th
 ara�wsh
elègqoume th
 ex 
 sunj kh. H diafor� jermokras�a
 touprostijèmenou NaCl kai tou enaiwr mato
 den prèpei nauperba�nei tou
 5 bajmoÔ
 .Met� thn mètrhsh to dialumènoenai¸rhma sthn mezoÔra me to de�gma aporr�ptetai kai denepistrèfetai sthn kallièrgeia.Proetoimas�a tou isotonikoÔ dialÔmato

NaCl. Gia thn paraskeu  tou isotonikoÔ dialÔmato
 NaClqrhsimopoioÔme mezoÔra me ìgko ìqi ligìtero apì èna l�tro.Se 1 l�tro apostagmèno nerì dialÔoume posì NaCl to opo�oma
 d�nei di�luma to opo�o e�nai isosmwtikì (  isotonikì) meto di�luma twn jreptik¸n al�twn pou qrhsimopoioÔme gia thnkallièrgeia. To di�luma jewre�tai ètoimo ìtan èqei dialuje� ìloto �la
. To ètoimo di�luma sunthre�tai se kleistì doqe�o sejermokras�a 20 bajm¸n kai ìqi p�nw �pw 7 èw
 10 hmère
.H mètrhsh tou suntelest  diaperatìthta
 touenaiwr mato
 twn mikroalg¸n. Oi metr sei
 ekteloÔntai2To NaCl qrhsimopoi tai san genikì
 rujmist 
 tou dialÔmato
. Gia thn
Spirulina platensis ant� NaCl mporoÔme na qrhsimopoi soume to di�fanodi�luma ZarroÔk.
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 750 nm me qr sh gu�linwn mezour¸n p�qou
 0,5ekatost�, oi opo�e
 sumperilamb�nontai sto set th
 suskeu 
.QrhsimopoioÔme p�nta m�rtura me suntelest  diaperatìthta
100% me stìqo na elègxoume ton de�kth mhdenik 
 mètrhsh
 th
suskeu 
. Sthn mezoÔra tou m�rtura kai sthn mezoÔra me tode�gma b�zoume apostagmèno nerì kai sth sunèqeia ekteloÔmethn mètrhsh diaperatìthta
 fwtì
 sta 750 nm. H èndeixhth
 suskeu 
 ja prèpei na de�qnei 0%, ìtan up�rqei tètoiaan�gkh me thn bo jeia twn rujmist¸n kalumprar�smato
 prèpeina rujm�zoume ton de�kth tou org�nou sthn èndeixh 0%, kai met�apo autì xekin�me ti
 metr sei
 twn deigm�twn.Sthn mezoÔra tou m�rtura b�zoume apostagmèno nerì, prinapì thn mètrhsh tou proetoimasmènou de�gmato
, anadeute� kal�kai met� apì autì to b�zoume mèsa sthn mezoÔra mètrhsh
. E�naishmantikì na pern�ei el�qisto
 qrìno
 metaxÔ th
 an�deush
 kaith
 mètrhsh
. Prosèqoume na mhn all�zei h jèsh th
 mezoÔra
kat� thn di�rkeia th
 mètrhsh
. (H apìstash apì thn epif�neiath
 mezoÔra
 mèqri thn membr�nh pou skep�zei to fwtokÔttaroprèpei na e�nai 6,2 cm).Upologismì
 twn apotelesm�twn. Epeid  h optik puknìthta kai h diaperatìthta e�nai susqetismène
 metaxÔ twn
D = − lg T , gia ton upologismoÔ twn telik¸n apotelesm�twnqrhsimopoioÔm ton parak�tw tÔpo:

D750 = k · (− lg T750),ìpou to D750 e�nai h optik  puknìthta kai to T750 e�nai toposostì th
 diaperatìthta
 enaiwr mato
 sto m ko
 kÔmato
fwtì
 750 nm, k = e�nai o suntelest 
 ara�wsh
 pou g�netaikat� thn proetoimas�a.



5. H mèjodo
 mètrhsh
 optik 
 puknìthta
 43'Elegqo
 poiìthta
 kai pijan� meionekt mata th
mejìdou.Prèpei na èqoume upìyin ma
 ìtan qrhsimopoioÔme tosugkentrwtikì fwtohlektroqrwmatogr�fo KFK-2, h diadikas�apou perigr�fthke ma
 d�nei apotèlesma mikr 
 akr�beia
aporrofhtikìthta
 monoqrwmatik 
 dèsmh
 fwtì
 apì ti
mikro�lge
 [3℄, giautì to lìgo prèpei na e�maste prosektiko� giato p¸
 qrhsimopoioÔme ta apotelèsmata aut¸n twn metr sewn.Prèpei na ton�soume ep�sh
 ìti aut  h susswm�twsh kutt�rwnma
 odhge� na k�noume l�jo
 metr sei
.
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 mètrhsh touf�smato
 diaperatìthta
 touenaiwr mato
 th
 ghgenoÔ
kallièrgeia
 th
 Spirulina

platensis sth z¸nh FEA(energ 
 fwtein 
 aktinobol�a
)
Методика измерения спектра культурыTomèa
 qr sh
.H mejodolog�a perigr�fei thn diadikas�a mètrhsh
 tou f�smato
me�wsh
 th
 fwtein 
 ro 
 enaiwr mato
 th
 ghgenoÔ
 Spirulina

platensis se mon�de
 optik 
 puknìthta
 sthn z¸nh th
fwtosunjetik� energ 
 fwtein 
 aktinobol�a
 (FEA). Hdiadikas�a aut  bas�zetai se mejìdou
 oi opo�e
 qrhsimopoioÔntaisthn melèth twn optik¸n qarakthristik¸n twn fut¸n [1℄,idiaitèrw
 enaiwrhm�twn twn mikroalg¸n [7℄.Onomatolog�a.Enai¸rhma ghgenoÔ
 kallièrgeia
 Spirulina platensis, e�naito sÔnolo twn kutt�rwn th
 Spirulina platensis, ta opo�abr�skontai se kat�stash enaiwr mato
 se ugrì jreptikì(kallierghtikì) mèson.To f�sma me�wsh
 enaiwr mato
 th
 Spirulina platensis, e�naih sqèsh th
 posìthta
 th
 me�wsh
 th
 ro 
 tou f�smato
 toufwtì
 diamèsou tou enaiwr mato
 twn katwtèrwn fwtotrìpwnbakthrid�wn, ekfr�zetai se mon�de
 optik 
 puknìthta
 kai èqei�mesh sqèsh me to m ko
 kÔmato
 tou fwtì
.



6. H mèjodo
 mètrhsh
 f�smato
 kallièrgeia
 45H shmas�a th
 mejìdouOi fwtosunjetikè
 qrwstikè
 oi opo�e
 br�skontai mèsa stakÔttara twn katwtèrwn fwtotrìpwn, aporrofoÔn to fw
epilektik�, dhlad , posìthta tou aporrofoÔmenou fwtì
exart�tai apì to m ko
 kÔmato
 tou fwtì
.H shmas�a th
 mejodolog�a
.To enai¸rhma th
 ghgenoÔ
 kallièrgeia
 th
 Spirulina
platensis topojete�tai se metrik  mezoÔra apì krÔstalloqalaz�a sto fasmatofwtìmetro kai metr�me to posì me�wsh
(diaperatìthta
) sqetik� me thn mezoÔra m�rtura me tomh aporrofhtikì di�luma- jreptikì (kallierghtikì) mèson  apestagmèno nerì.Jewrhtik  eisagwg .H jewr�a twn Bouger-Lambert- Berr, anafèretai sthn sel�da 37tou parìnto
 egqeirid�ou. Prèpei na shmei¸soume ìti stakÔttara twn katwtèrwn fwtotrìpwn to mègisto posì touaporrofoÔmenou fwtì
 desmeÔetai apì ti
 fwtosunjetikè
qrwstikè
. Pèran apì autì to fw
 aporrof�tai kai apì tadomik� stoiqe�a twn kutt�rwn -prwtoplasmatik�- sust mata toukutt�rou, thn kuttarik  membr�nh klp. H aporrìfhsh tou fwtì
apì ta domik� stoiqe�a twn kutt�rwn, ta po�a den èqoun sqèsh meti
 fwtosunjetikè
 qrwstikè
 onom�zetai mh eidik  aporrìfhsh.H di�qush tou fwtì
 sto enai¸rhma sumba�nei w
 apotèlesmath
 di�jlash
 th
 arqik 
 dèsmh
 fwtì
 lìgw th
 uyhl 
eterogèneia
 twn kutt�rwn. 'Otan qrei�zetai na upolog�soumeto posì aporrìfhsh
 enaiwr mato
 kutt�rwn qrhsimopoioÔmeèna ìrgano me eidikì ex�rthma � fwtogenhtik  sfa�ra � hopo�a kateujÔnei ti
 diajl¸mene
 akt�ne
 sto fwtokÔttaro touorg�nou.
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• Automatopoihmèno
 katagrafèa
 SF-2000 (LOMO, Russia)me ti
 prodiagrafè
: Kl�maka f�smato
: 200�1100 nm.Z¸nh metr sewn fasmatik¸n suntelest¸n kateujunìmenh
diaperatìthta
: apì 1�100%. EÔro
 sf�lmato
 ìqi p�nwapì 1%. 'Orio epitrepìmenh
 tim 
 mèsh
 parèkklish
tuqa�ou sf�lmato
 tou fasmatofwtìmetrou, sti
metr sei
 twn fasmatik¸n suntelest¸n kateujunìmenh
diaperatìthta
: 0,2%. Set mezour¸n apì krÔstalloqalaz�a to opo�o sunodeÔei to ìrgano.Oi mon�de
 mètrhsh
.
• Oi suntelestè
 f�smato
 th
 kateujunìmenh
diaperatìthta
 tou enaiwr mato
 katwtèrwn fwtotrìpwnsthn z¸nh f�smato
 fwtì
 400�800 nm me b ma 0,1 nm.Antidrast ria.Ta antidrast ria apoteloÔntai apì apestagmèno Ôdwr kai NaCl(aplì mageirikì al�ti).Oi metr sei
.H tupik  an�lush ektele�tai se orismèna b mata ìpw
perigr�fetai parak�tw:1. L yh de�gmato
;2. Proetoimas�a de�gmato
;3. Mètrhsh tou f�smato
 diaperatìthta
 tou enaiwr mato
kat¸terwn fwtìtropwn sthn z¸nh FEA.



6. H mèjodo
 mètrhsh
 f�smato
 kallièrgeia
 47To qronikì di�sthma pou mesolabe� th
 l yh
 tou de�gmato
 kaith
 mètrhsh
 prèpei na e�nai el�qisto (ìqi ep�nw apì 5�7 lept�).L yh de�gmato
. To enai¸rhma anakateÔetai kal� stonfwtoantidrast ra kai lamb�netai de�gma sthn mezoÔra. Oel�qisto
 ìgko
 tou de�gmato
 prèpei na e�nai 10 ml.Proetoimas�a de�gmato
. Prin apì thn mètrhsh,oi puknè
 kallièrgeie
 prèpei na arai¸nontai w
 ex 
: 'Enamèro
 enaiwr mato
 mikroalg¸n arai¸netai me isotonikì di�lumaqlwrioÔqou natr�ou (NaCl)3. H analog�a epilègetai me tètoiotrìpo ¸ste ta apotelèsmata na br�skontai sthn z¸nh tim¸n, meta opo�a qarakthr�zontai oi dunatìthte
 metr sewn tou org�nou,p.q. Gia to SF–2000 h z¸nh epitrepìmenwn tim¸n tou fasmatikoÔsuntelest  kateujunìmenh
 diaperatìthta
 e�nai 1�100% kaiantistoiqe� se 2�0 mon�de
 optik 
 puknìthta
.Met� apì thn an�deush tou enaiwr mato
 xekin�me ti
metr sei
 ma
. Gia na apofÔgoume thn susswm�twsh twnkutt�rwn prosèqoume h diafor� th
 jermokras�a
 tou isotonikoÔdialÔmato
 NaCl kai tou enaiwr mato
 na mhn xepern� tou
 5℃.Met� apì thn mètrhsh to me�gma tou NaCl kai tou enaiwr mato
den epistrèfei sthn arqik  mezoÔra me to de�gma.Proetoimas�a tou isotonikoÔ dialÔmato
 NaCl.H leptomer 
 perigraf  th
 diadikas�a
 anagr�fetai sthnsel�da 41.Mètrhsh tou f�smato
 diaperatìthta
 touenaiwr mato
 . Sthn mezoÔra metr sewn topojete�tai de�gmakai ekteloÔme thn mètrhsh diaperatìthta
 enaiwr mato
 th

Spirulina platensis sth z¸nh f�smato
 400�750 nm. SthnmezoÔra m�rtura topojete�tai apestagmèno nerì. To par�deigmatou f�smato
 th
 Spirulina platensis fa�netai sthn eikìna 7.

3NaCl qrhsimopoi tai san rujmist 
 puknìthta
 tou dialÔmato
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Sq ma 7. F�sma kallièrgeia
 Spirulina platensis.



7. Mèjodo
 filtrar�smato
 th
 biom�za
 th
 Spirulina 497. Mèjodo
 diaqwrismoÔ th
biom�za
 spiroul�na
 apì tojreptikì reustì
Методика фильтрации биомассы спирулиныPou qrhsimopoie�taiPerigr�fetai h mèjodo
 h opo�a epitrèpei na metr soume thnsugkèntrwsh twn kutt�rwn th
 spiroul�na
 sthn kallièrgeiase mon�de
 gr/l. H mèjodo
 aut  proèrqetai apì ti
 mejìdou
planktolog�a
, epist mh
 pou asqole�tai me thn melèth kai thnsullog  tou futoplagktìn [5℄. Ep�sh
 h mèjodo
 aut  èqei breithn qrhsimìthta th
 kai ston tomèa th
 teqnik 
 kallièrgeia
twn mikroalg¸n. E�nai kai polÔ shmantik  kat� thn melèthtwn triqid�wn kai twn �llwn kuanopr�sinwn eid¸n alg¸n seergasthriakè
 sunj ke
, all� kai se sunj ke
 biomhqanik 
paragwg 
. H mèjodo
 e�nai apl  sthn qr sh qwr�
 na apaite�meg�le
 dap�ne
   eidikì exoplismì.Onomatolog�aH biom�za ekfr�zetai se mon�de
 m�za
 posìthta
 zwntanoÔulikoÔ sthn mon�da embadoÔ   ìgkou perib�llonto
 pou ze� toupì exètash ulikì (gramm�ria / m2   gramm�ria / l�tro)Oi arqè
 th
 an�lush
H ous�a th
 mejìdou e�nai ìti to enai¸rhma twn triqid�wnmikroalg¸n topojete�tai se qo�nh me q�rtino f�ltro   ses ta h opo�a èqei di�metro keli¸n mikrìtero apì to m ko
twn triqid�wn. Kat� thn p�rodo tou qrìnou to ugrìjreptikì mèso apostragg�zetai apì to f�ltro/ s ta (diadikas�a
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), kai sto f�ltro parathre�tai h sugkèntrwsh twnkutt�rwn twn mikroalg¸n.Exoplismì
 kai ulik�
• 'Ena doqe�o qwrhtikìthta
 toul�qiston enì
 l�trou;
• 'Ena st rigma gia thn qo�nh;
• H qo�nh ja prèpei na diajètei eswterik  kumatoeid epif�neia h opo�a ja sthr�zei to f�ltro;
• Q�rtino f�ltro   s ta gia sullog  plagktìn No 95(mègejo
 kelioÔ 0,1 mm).Antidrast riaApestagmèno nerìProkatarktikè
 ergas�e
F�ltro. Tetr�gwno fÔllo qartioÔ filtrar�smato
 meapaitoÔmene
 diast�sei
 (sqetikè
 me ti
 diast�sei
 th
 qo�nh
kai thn puknìthta th
 kallièrgeia
), to opo�o dipl¸netai sedÔo (dipl¸netai katakìrufa) kai amèsw
 met� sta tèssera(dipl¸netai orizìntia), sthn sunèqeia kìboume me to yal�di thnep�nw �krh th
 sqhmatismènh
 qo�nh
 se hmikuklikì sq ma.Gia na apokt soume èna kumatoeidè
 f�ltro ekteloÔme diadoqik�dipl¸mata ètsi ¸ste oi ptuqè
 tou qartioÔ na sump�ptoun me ti
kumatoeide�
 ptuqè
 th
 gu�linh
 qo�nh
.Me qr sh tou uf�smato
 gia to plagktìn efarmìzetai h �diadiadikas�a.H gu�linh qo�nh aut  stajeropoie�tai sto st rigma, kai entì
th
 topojete�tai to f�ltro elafr¸
 ugrì. Sthn sunèqeia giana epitaqÔnoume thn diadikas�a tou filtrar�smato
 epimhkÔnoume
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 filtrar�smato
 th
 biom�za
 th
 Spirulina 51ton gu�lino swl na th
 qo�nh
 me thn topojèthsh enì
kaoutsoukèniou swl na.Gia na gem�zei gr gora o swl na
 me to jreptikì reustì heswterik  di�metro
 den prèpei na e�nai mikrìterh apì 3 mm.E�nai qr simo o swl na
 th
 qo�nh
 na diajètei mia jhli� h opo�adieukolÔnei to gèmisma tou swl na me jreptikì reustì.Diadikas�e
Met� thn p�rodo 10�15 lept¸n apì thn l yh tou de�gmato
tou enaiwr mato
 mikroalg¸n to de�gma topojete�tai sthn qo�nhme to f�ltro. Autì
 o qrìno
 apaite�tai gia thn ekt�mhsh th
taqÔthta
 th
 sugkìllhsh
 twn kutt�rwn. 'Oso uyhlìterh e�naih sugkèntrwsh sugkìllhsh
 twn kutt�rwn tìso pio eÔkolhja e�nai h diadikas�a filtrar�smato
. Se an�gkh mporoÔme namegal¸soume ton qrìno èw
 30 lept�.Parat rhsh. 'Oso uyhlìterh e�nai h jermokras�a touenaiwr mato
, tìso ligìtero qronikì di�sthma èqoume sthndi�jesh ma
, epeid  me uyhlè
 jermokras�e
 h lÔsh twnkutt�rwn odhge� se ap¸leia tou endoplasmatikoÔ perieqomènousto perib�llon kai se meg�lo bajmì ja duskoleÔei thn diadikas�atou filtrar�smato
.O sfigkt ra
 sto telikì �kro th
 qo�nh
 rujm�zei thntaqÔthta filtrar�smato
 kai empod�zei thn e�sodo fusal�dwn aèrasto swl na th
 qo�nh
.Sto tèlo
 th
 diadikas�a
 filtrar�smato
 h sumpuknwmènhbiom�za xeplènetai apì ta �lata pou perièqontai sto jreptikìmèso, me mikrè
 posìthte
 apestagmènou neroÔ4 pou thnperiqÔnoume. O ìgko
 tou apestagmènou neroÔ den prèpeina uperba�nei 1,5�2 ìgkou
 th
 sumpuknwmènh
 biom�za
, seant�jeth per�ptwsh e�nai pijan  h ap¸leia mèrou
 th
 biom�za
4Se epìmenh apox ransh th
 biom�za
 se jermokras�a p�nw apì 40℃ant� apestagmèno nerì qrhsimopoioÔme isotonikì di�luma (NH4)2CO3 [3℄.
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, Q.A.Oikonìmoulìgw th
 lÔsh
 twn kutt�rwn. Met� apì thn apox ransh th
biom�za
 p�nw sto f�ltro me b�sh thn diafor� b�rou
 printo filtr�risma kai met� apì autì mporoÔme na exet�soume thnpuknìthta ston filtrarismèno ìgko enaiwr mato
.'Elegqo
 poiìthto
 kai pijan� meionekt mata th
mejìdou.Gia thn l yh th
 uyhlìterh
 poiìthta
 biom�za
 h p�staxeplènetai apì ta �lata tou jreptikoÔ dialÔmato
 tìse
 forè
¸ste to pH tou aporriptìmenou ugroÔ prèpei na kuma�netaiapì 7�7,5. Se per�ptwsh an¸terou pH tìte ja prèpei naepanal�boume thn èkplush.
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Введение

Данное руководство представляет собой начальный этап ра-
боты по греческо-украинскому проекту промышленного про-
изводства высококачественной биомассы спирулины. Спиру-
лина — микроскопическая водоросль, которая привлекает к
себе всё большее внимание как объект биотехнологии. Её
биомасса обладает уникальными свойствами, благодаря со-
держанию некоторых биохимических компонентов, аналогов
которому среди других организмов на Земле не существу-
ет. Всё большее применение микроводоросли и продукты их
биосинтеза находят в современной деятельности человека:
в медицине, животноводстве, сельском хозяйстве, очистке
сточных вод, парфюмерии и пр. В связи с увеличением спро-
са на биомассу микроводорослей и на продукты из неё уже
сегодня возникает необходимость в разработке высокопро-
дуктивых технологий производства биомассы микроводорос-
лей в управляемых условиях. Для некоторых видов водорос-
лей такие технологии уже есть. Например, сине-зелёную ми-
кроводоросль Spirulina platensis более полувека выращивают
в искусственных водоёмах во многих странах мира.

Успех в культивировании микроводорослей в промыш-
ленных масштабах во многом определяется уровнем знаний
об объекте культивирования, его биологии, ростовых харак-
теристиках. Особенно важна глубина знаний при производ-
стве высококачественных продуктов. Зачастую в работе с
биологическими объектами выбор технологии опирается на
практический опыт и интуицию. Однако такой подход не
позволяет получать биомассу с заранее заданным качеством.

Краткое руководство призвано помочь тем, кто желает
повысить своей теоретический уровень в области культиви-
рования микроводорослей.
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1. Паспорт штамма Spirulina(Tautìthta tou stelèqou
 Spiroulina)
Научное наименование вида.

Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont, 1892.

Синонимы.
Spirulina platensis (Nordstedt) Geitler, 1925; Spirulina

jenneri var. platensis Nordstedt, 1884.

Таксономия.
Cyanobacteria; Cyanophyceae; Oscillatoriophycideae;

Oscillatoriales; Phormidiaceae; Phormidioideae.

Учреждение, где хранится.
Институт биологии южных морей (ИнБЮМ,

г.Севастополь) НАНУ, отдел биотехнологий и фиторе-
сурсов, отдел экологической физиологии микроводорослей.

Происхождение штамма.
Реактивирован из таблеток (производство Индии) в

1996 г.

Кто и где идентифицировал штамм.
Алисиевич А.В., 1996 г, отдел биотехнологий и фиторе-

сурсов, ИнБЮМ.

Последнее определение.
Алисиевич А.В., 2006 г, отдел биотехнологий и фиторе-

сурсов, ИнБЮМ.

Характеристика.
Филаментная сине-зёленая прокариотическая микро-

водоросль (цианобактерия), интенсивно развивающаяся в
богатых карбонатами и гидрокарбонатами тропических и
субтропических водах. Вид планктонный, обладает самой
высокой среди всех групп фитопланктонных организмов
толерантностью к рН, солёности и температуре. Термофил .



Паспорт штамма Spirulina platensis 55

Морфология.
Клетки имеют низкий уровень клеточной диффе-

ренциации (отсутствуют истинное ядро, хроматофоры,
ядрышки, вакуоли, митохондрии, эндоплазматическая сеть
и т. д.). Трихомы прямые палочковидные, с закругленными
концами, окружены слизистым чехлом и способны к по-
ступательному скользящему и вращательному движениям.
Клетки цилиндрические, плотно примыкают друг к другу.
Перегородки между клетками заметны.

Морфометрия.
Измерено 50 клеток 50-и трихомов микроводорос-

ли штамма IBSS-30, средние значения которых: ширина
клетки — 6,69±0,16 мкм, высота клетки — 3,87±0,14 мкм,
средняя длина трихомов — 422,80±48,91 мкм, объём клет-
ки — 136,81±8,04 мкм3, площадь поверхности клетки —
152,08±5,97 мкм2, индекс сферичности — 0,84±0,006.

Среда культивирования.
Заррук.

Область применения.
Биотехнология, широко применяется как источник

ряда биологически активных веществ, в косметической,
медицинской и пищевой промышленности.

Примечания.
При интенсивном выращивании спиральные фор-

мы отсутствуют. После пересева штамма наблюдается
статистически достоверное (P=95%) снижение средней
длины трихомов и увеличение индекса сферичности
клеток. Таксономия и синонимика приведены в соответ-
ствии со Всемирным каталогом морских видов (WoRMS)
http://www.marinespecies.org/

Библиография.
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Фигура, к которой приравнивается форма клетки.
Круглый прямой цилиндр.

Фотография.
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2. Приготовление питательной среды

ЗаррукSÔnjesh tou dialÔmato
 Zarrouk
Область и диапазон применения

Питательная среда Заррук используется в практике лабора-
торного и полупромышленного культивирования прокари-
отической сине-зелёной микроводоросли Spirulina platensis
Geitl. [13].

Терминология

Минеральная питательная среда для микроводорослей —
водный раствор минеральных солей, содержащий все необ-
ходимые для жизнедеятельности водорослей вещества.

Оборудование

1. Стеклянный стакан объёмом 1 л для среды;

2. Стеклянный стакан объёмом 1 л для микроэлементов;

3. Пипетка 10 мл; погрешность ±0,1 мл;

4. Весы аналитические с погрешностью взвешивания не
более ±0,001 г.

Реактивы
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Таблица 1: Перечень солей среды Заррук.

№ Наименование г/л Класс

1 NaHCO3 16,8 хч

2 K2HPO4 0,5 хч

3 NaNO3 2,5 хч

4 K2SO4 1,0 хч

5 NaCl 1,0 хч

6 MgSO4 × 7H2O 0,2 хч

7 CaCl2 0,042 хч

8 FeSO4 × 7H2O 0,01 хч

9 Na2EDTA 0,08 хч

10 Раствор микроэлементов 1 мл/л

Таблица 2: Раствор микроэлементов.

Наименование г/л Класс

1 H3BO3 2,86 хч

2 MnCl2 × 4H2O 1,81 хч

3 ZnSO4 × 7H2O 0,222 хч

4 CuSO4 × 5H2O 0,08 хч

5 MoO3 0,015 хч

6 NH4V O 0,023 хч

7 CoCl2 0,044 хч

8 K2Cr2SO4 0,096 хч

Замечание. Для лабораторных исследований среду гото-
вят с использованим дистиллированной воды, для условий
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производства возможно использование водопроводной воды.

Ход работы

Навески солей, перечисленные в таблице 1, последователь-
но растворяются в воде. Следут соблюдать данный порядок
растворения солей.

1. В 0,9 л воды растворяют 16,8 г NaHCO3. Растворение
считается полным после того, как раствор станет прак-
тически прозрачным;

2. Затем, последовательно растворяются соли №2–9 при-
ведённые в таблицы 1 и добавляется раствор микроэле-
ментов;

3. Объём доводят дистиллированной водой до 1 л. Через
30–60 мин питательная среда готова для использова-
нию.

Раствор микроэлементов готовят заранее, последовательно
растворяя в 1 л воды навески солей, перечисленных в табли-
це 2.

Контроль качества

Качество среды подтверждается прозрачностью раствора,
отсутствием осадка, отсутствием альгофлоры при микроско-
пировании.
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Расчёт питательной среды для спирулиныH Mètrhsh twn anìrganwn stoiqe�wn
Расчёт питательной среды для спирулины производится в
соответствии с содержанием химических элементов в клет-
ках микроводорослей. В таблице 3 приведены средние кон-
центрации неорганических веществ в 1 г биомассы.

Таблица 3: Средние занчения содержания химических эле-
ментов в биомассе Spirulina patensis.

Компонент Содержание в биомассе, мг/г

Углерод (C) 500

Азот (N) 106,8

Фосфор (P) 11,4

Калий (K) 18,8

Натрий (Na) 17,4

Железо (Fe) 0,945

Кальций (Ca) 0,11

Магний (Mg) 3,5

Микроэлементы

Бор (B)

Марганец (Mn) 0,064

Цинк (Zn) 0,028

Медь (Cu) 0,015

Молибден (Mo)

Кобальт (Co) 0,0015

Хром (Cr) 0,005
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Приведённые значения содержания неорганических эле-
ментов в биомассе являются потребностями (экономически-
ми коэффициентами) спирулины в данных веществах. Таким
образом, для получения 1 г биомассы в питательную сре-
ду необходимо добавить указанные в таблице 3 количества
неорганических элементов.

Произведём расчёт концентрации солей по прописи сре-
ды Заррук для получения 1 г биомассы:

1. Углерод (С). Углерод добавляется в среду в фор-
ме гидрокарбоната натрия NaHCO3 (пищевая
сода). Расчитаем молярную массу данной соли:
M(NaHCO3)=23+1+12+16×3=84. Молярная масса
углерода M(С)=12. Тогда массовая доля углерода
в данной соли составляет w(С)=12/84=1/7. Таким
образом, для получения одного грамма биомассы в
питательную среду необходимо добавить 0,5×7=3,5 г
гидрокарбоната натрия (NaHCO3). В состав среды
Заррук входит 16,8 г/л NaHCO3, следовательно, из
одного литра питательной среды (по углероду) можно
получить 16,8/3,5=4,8 г биомассы спирулины.

2. Фосфор (P ). Фосфор добавляется в среду
в форме K2HPO4 × 3H2O. Расчитаем мо-
лярную массу данной соли: M(K2HPO4 ×

3H2O)=39×2+1+32+4×16+3×18=229. Молярная
масса фосфора M(P )=32. Тогда массовая доля фос-
фора в данной соли составляет w(P )=32/229=1/7,16.
Таким образом, для получения одного грамма био-
массы в питательную среду необходимо добавить
11,4×7,16=81,58 мг K2HPO4 × 3H2O. В состав среды
Заррук входит 0,66 г/л K2HPO4 × 3H2O, следователь-
но, из одного литра питательной среды (по фосфору)
можно получить 0,66 г / 81,58 мг=8,1 г биомассы
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спирулины.

3. Азот (N). Азот добавляется в среду в форме нитрата
натрия NaNO3. Расчитаем молярную массу данной со-
ли: M(NaNO3)= 23+14+16×3=85. Молярная масса азо-
та M(N)=14. Тогда массовая доля азота в данной соли
составляет w(N) = 14/85 =1/6,07. Таким образом, для
получения одного грамма биомассы в питательную сре-
ду необходимо добавить 106,8×6,07 = 648,43 мг нитрата
натрия (NaNO3). В состав среды Заррук входит 2,5 г/л
NaNO3, значит, из одного литра питательной среды (по
азоту) можно получить 2,5/0,64843 = 3,855 г биомассы
спирулины.

4. Железо (Fe). Железо добавляется в среду в форме
FeSO4 × 7H2O. Расчитаем молярную массу данной со-
ли: M(FeSO4 × 7H2O)=278. Молярная масса железа
M(Fe)=56. Тогда массовая доля железа в данной со-
ли составляет w(Fe)=56/278=1/4,96. Таким образом,
для получения одного грамма биомассы в питатель-
ную среду необходимо добавить 0,945×4,96=4,68 мг
FeSO4 × 7H2O. В состав среды Заррук входит 10 мг/л
FeSO4×7H2O, значит из одного литра питательной сре-
ды можно получить 10/4,68=2,13 г биомассы спирули-
ны.
Замечание. Следует отметить, что соль FeSO4×7H2O
растворяется в отдельной ёмкости вместе с Na2EDTA,
что позволяет образоваться комплексу, который может
быть усвоен клетками водорослей. Количество добавля-
емого Na2EDTA (по прописи среды Заррук) должно в
8 раз превышать количество добавленного железа.

5. Кальций (Ca). Кальций добавляется в среду в фор-
ме CaCl2 × 2H2O. Расчитаем молярную массу данной
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соли — M(CaCl2 × 2H2O)=146. Молярная масса каль-
ция: M(Ca)=40. Тогда массовая доля кальция в дан-
ной соли составляет w(Ca)= 40/146=1/3,65. Таким об-
разом, для получения одного грамма биомассы в пита-
тельную среду необходимо добавить 11×3,65=40,15 мг
CaCl2 × 2H2O. В состав среды Заррук входит 1 мг/л
CaCl2×2H2O, значит, из одного литра питательной сре-
ды можно получить около 1 г биомассы спирулины.

6. Магний (Mg). Магний добавляется в среду в форме
MgSO4 × 7H2O. Расчитаем молярную массу данной со-
ли: M(MgSO4 × 7H2O)=246. Молярная масса железа
M(Mg)=24. Тогда массовая доля магния в данной соли
составляет w(Mg)=1/10,25. Таким образом, для получе-
ния одного грамма биомассы в питательную среду необ-
ходимо добавить 3,5×10,25=35,875 мг MgSO4 × 7H2O.
В состав среды Заррук входит 200 мг/л MgSO4×7H2O,
значит, из одного литра питательной среды максималь-
но можно получить 5,57 г биомассы спирулины.

7. Калий (K) и натрий (Na). Потребности водорослей в
Na и K полностью удовлетворяется при добавлении со-
лей NaHCO3 (см. пункт 1) и K2HPO4 × 3H2O (см.
пункт 2). Добавление хлорида натрия производится с
целью повышения общей солёности среды, а сульфата
калия — с целью внесения в среду источника серы (см.
таблицу 1 на стр. 58).

Замечание 1. Расчёт концентраций микроэлементов произ-
водится аналогично.
Замечание 2. Любую соль — как источник биогенного эле-
мента — в питательной среде можно заменить на другой ис-
точник того же биогенного элемента. Например, 2,5 г/л
NaNO3 — источник азота — можно заменить на 2,1 г/л
KNO3.
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3. Метод накопительных культур

(периодическая культура)Mèjodo
 susswreutik¸n kalliergei¸n(periodik  kallièrgeia)
Область и диапазон применения

Традиционно большинство альгологов в своих исследовани-
ях используют метод накопительных культур. Метод нахо-
дит своё применение в гидробиологической практике при
изучении влияния каких-либо факторов на процессы роста,
биосинтеза и пр. Особое место он занимает в работе с кол-
лекцией культур микроводорослей, например, для создания
и сохранения альгологически чистых культур.

Терминология

Методом накопительных культур называется способ выра-
щивания микроводорослей, при котором в освещаемый куль-
тиватор, заполненный питательной средой, вносят неболь-
шое количество клеток микроводорослей (инокулят). Со вре-
менем в результате роста микроводорослей (накопление) их
концентрация достигает некоторой максимальной величи-
ны, т. е. наступает момент, когда увеличение плотности ста-
новится невозможным в связи с ограничением роста эле-
ментами минерального питания, либо интенсивностью све-
та, либо накоплением метаболитов, либо другими физико-
химическими условиями среды. В дальнейшем полученную
таким образом культуру используют в качестве инокулята.
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Теоретическое введение

Типичная картина динамики плотности периодической
культуры микроводорослей представлена на рисунке 1 на
странице 68. Накопительную кривую роста условно разделя-
ют на несколько периодов (фаз) роста, характеризующихся
определёнными величинами кинетических параметров. Со-
провождая нумерацией каждый период роста, дадим крат-
кое его описание [10].

1. Лаг-фаза. Как правило, для первоначального пери-
ода роста и развития культуры характерно либо отсутствие
роста, либо скорость роста отрицательна. При этом происхо-
дит уменьшение числа клеток или биомассы B. В это время
клетки микроводорослей адаптируются к новым условиям
среды. Длительность периода занимает от нескольких минут
до нескольких суток, в зависимости от различия условий, в
которых клетки находились до внесения их в данную среду
и новыми условиями. Динамика плотности культуры в этой
фазе описывается выражением:

B = B0 · e
−µr ·(t−t0), (1)

где µr — удельная скорость темнового дыхания (расхода био-
массы на поддержание структуры); t — время; B0 — биомасса
в начальный момент времени t0.

2. Экспоненциальная (логарифмическая) фаза.
Величина удельной (относительной) скорости роста µ в этой
фазе роста определяется, в основном, световыми условиями,
которые для низких плотностей культуры неизменны, т. к.
клетки не затеняют друг друга. Этот период характеризует-
ся постоянством удельной скорости роста: µ = µm = const.
Для логарифмической фазы роста применима зависимость
плотности культуры от времени в следующем виде:

B = Bln · e µm·(t−tln), (2)
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где µm — максимальная удельная скорость роста; Bln — плот-
ность культуры в момент времени tln.

3. Фаза линейного роста. Практически всегда на кри-
вой роста микроводорослей можно выделить прямолиней-
ный участок. Это указывает на постоянство абсолютной ско-
рости роста (продуктивности культуры, P = Pm = const).
Как правило, на линейном участке скорость роста опреде-
ляется величиной поступления углекислого газа, который
полностью поглощается культурой и ограничивает продук-
тивность культуры в целом. Для фазы линейного роста за-
висимость биомассы от времени записывается в следующем
виде:

B = Bl + Pm · (t − tl), (3)

где Bl — плотность культуры в момент начала линейной фа-
зы tl.

4. Фаза замедления. Фаза замедления роста характе-
ризуется тем, что абсолютная скорость роста на этом участ-
ке накопительной кривой уменьшается. Это замедление мо-
жет быть вызвано двумя причинами. В одном случае про-
исходит смена лимитирующего фактора, т. е. концентрация
какого-либо биогенного элемента в среде уменьшается до
уровня, при котором скорость синтеза определяется уже
данным элементом, согласно кинетике Михаелиса-Ментен. В
конце фазы скорость роста снизится до нуля. В другом слу-
чае плотность культуры достигает величины, при которой
скорость синтеза, определяемая внешним потоком субстра-
та, становится сравнимой со скоростью дыхания культуры,
т. е. в конце фазы замедления культура достигает компен-
сационного пункта фотосинтеза. Эта фаза характеризуется
постоянством удельной скорости дыхания µr = const. Для
фазы замедления зависимость биомассы от времени записы-
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вается в следующем виде:

B = Bm + (Bm − Bl) · e−µr ·(t−tl), (4)

где Bm — плотность культуры в стационарной фазе; Bl —
плотность культуры в конце линейной фазы tl.

5. Стационарная фаза. Характеризуется прекращени-
ем роста микроводорослей (µ = 0, P = 0). Культура достига-
ет максимальной плотности Bm величина, которая зависит
от световых условий, первоначальной концентрации субстра-
та, газовой среды и других физико-химических условий. При
этом стационарность плотности по биомассе может не сов-
падать со стационарностью по концентрации клеток. Дли-
тельность стационарной фазы различна и может достигать
нескольких суток. Для описания динамики биомассы в этой
фазе используется выражение:

B = Bm, (5)

где Bm — концентрация биомассы на стационарной фазе.
6. Фаза отмирания. В фазе отмирания наблюдается

превалирование процессов дыхания над процессами синте-
за. Скорости роста (отрицательные) будут равны скоростям
распада. В фазе отмирания происходят глубокие физиоло-
гические изменения клеток микроводорослей, вплоть до их
гибели. Происходит распад биомассы, что, как правило, при-
водит к развитию бактерий. Возникает некий новый альго-
бактериальный ценоз, т. е. культура микроводорослей пре-
кращает существование. Если культуру микроводорослей в
этой фазе использовать в качестве инокулята для новой пе-
риодической культуры, то часть клеток не сможет восстано-
вится к нормальной жизнедеятельности. Уравнение динами-
ки плотности культуры в фазе отмирания аналогично урав-
нению (1) для лаг-фазы:

B = Bm · e−µr ·(t−tst), (6)
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Рис. 1. Динамика накопления биомассы или концентрации
клеток в периодической культуре микроводорослей. Штри-
ховыми линиями обозначены условные границы фаз роста
культуры: 1 — лаг-фаза, 2 — логарифмическая фаза, 3 — ли-
нейная фаза, 4 — фаза замедления роста, 5 — стационарная
фаза, 6 — фаза отмирания.
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где µr — удельная скорость темнового дыхания; Bm — плот-
ность культуры в стационарной фазе; tst — время окончания
стационарной фазы.

Пример расчёта величин удельной скорости

роста и продуктивности по эксперименталь-

ным даннымH Mètrhsh twn anìrganwn stoiqe�wn
Постановка задачи

Проследить динамику роста Spirulina platensis в накопитель-
ной культуре. По экспериментальным данным расчитать ве-
личину удельной скорости роста и продуктивности.

Объект исследования

Подробное описание объекта исследования приведено на
странице 54.

Терминология

Биомасса (от био. . . и лат. massa — ком, кусок) — выраженное
в единицах массы количества живого вещества, приходящее-
ся на единицу площади или объёма местообитания (г/м2 или
г/л).

Приборы

1. Весы электронные «Sartorius», 2-го класса, с погрешно-
стью ±0,001 г;

2. Иономер лабораторный И-160М с ионоселективным
электродом ЭЛИС 121 NO3. Абсолютная погрешность
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прибора не превышает 0,001 г/л. ГОСТ 22261-94;

3. Аквариумный компрессор «Maxima», производитель-
ность 4,8 л/мин;

4. Ртутный термометр 0-50℃, с погрешностью ±0,5;

5. Люксметр Ю-116 с погрешностью не более 5% от изме-
ряемой величины;

6. Дозаторы «Biohit», 1000–5000 мкл, ±1%; 10–100 мкл,
±1,5–2,5%; 200–1000 мкл, ±1–1,5%.

Посуда

1. Пробирки на 10 мл;

2. Цилиндр 1000 мл;

3. Стеклянные стаканы 0,5 л.

Питательная среда

Порядок приготовления и состав питательной среды приве-
дён в таблице 1 на странице 58.

Измеряемые величины

1. Оптическая плотность культуры S. platensis на длине
волны 750 нм, (D750);

2. pH;

3. Температура, t℃.
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Условия проведения эксперимента

Для выращивания S. platensis использовали культиватор
плоско-параллельного типа из стекла объёмом 2 литра, в
условиях круглосуточного освещения. В качестве источника
света использовали систему ламп ЛД-40 средняя освещён-
ность 10 клк. Суспензию микроводорослей барботировали
воздухом с помощью аквариумного компрессора «Maxima».
Общий вид системы культивирования S. platensis представ-
лен на рисунке 2.

Порядок проведения эксперимента

В культиватор был внесён инокулят и питательная среда в
таком количестве, чтобы начальная оптическая плотность
культуры составляла D750 = 0,056. На протяжении всего экс-
перимента отбор проб проводили ежедневно в 11.00. Отклю-
чали подачу воздуха и измеряли температуру и pH в куль-
тиваторе. Перед отбором проб уровень суспензии в культи-
ваторе доводили до метки 2 л дистиллированной водой для
компенсации испарения. После тщательного перемешивания
суспензии микроводорослей ручной мешалкой проводили от-
бор проб объёмом 2 мл для измерения оптической плотно-
сти S. platensis. Плотные культуры разбавляли питательной
средой непосредственно перед измерением. Для отбора проб
использовали дозатор «Biohit» на 1-5 мл. После измерений
пробы в культиватор не возвращали.

Порядок измерений

Для каждого показателя ежедневно проводили однократное
измерение. Ниже приведён порядок действий во время изме-
рений:
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Рис. 2. Общий вид системы культивирования S. platensis
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1. Измерение освещённости. Т. к расстояние от культива-
тора до лампы освещения во время всего эксперимента
оставалось постоянным, освещённость измеряли одно-
кратно в начале эксперимента;

2. Измерение температуры среды;

3. Измерение pH среды;

4. Отбор проб из культиватора;

5. Измерение оптической плотности S. platensis на длине
волны 750 нм; В качестве контроля использовали ди-
стиллированную воду, которая по оптической плотно-
сти не отличалась от среды культивирования. Плот-
ные культуры разбавляли питательной средой непо-
средственно перед измерением.

Экспериментальные данные по динамике роста Spirulina
platensis представлены в таблице 3 и на рисунке 3.

Все расчёты параметров накопительных кривых будем
проводить в единицах оптической плотности, опираясь на
тот факт, что величина оптической плотности культуры D750

и концентрация клеток B связаны линейной зависимостью
D750 = k · B [3].

Проведём расчёты для накопительной кривой, представ-
ленной на рисунке 3.

Фазы роста. Форма накопительной кривой есть харак-
теристика культиватора, кинетических характеристик куль-
туры и заданных внешних условий, при которых выращива-
ли микроводоросли (освещённости, минеральных компонен-
тов и др.). Первым шагом в определении параметров любой
накопительной кривой является установление границ раз-
личных фаз роста. К сожалению, в этом вопросе не суще-
ствует общепризнанных формальных приёмов и поэтому вся



74 Р. П. Тренкеншу, Р. Г. Геворгиз, Е. Г. Лианакис, Х. А. Иконому

Рис. 3. Динамика биомассы S. platensis
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ответственность данной процедуры принадлежит исследова-
телю. Ясно, что если разбиение накопительной кривой на
фазы роста будет ошибочным, то и все последующие расчё-
ты будут некоректными.

Будем считать, что накопительная кривая, предствален-
ная на рисунке 3 состоит из двух фаз роста: логарифмиче-
ская фаза (с 0 по 3 сутки) и линейноя фаза роста (с 3 по 8
сутки).

Расчёт максимальной удельной скорост роста. Для
расчёта максимальной удельной скорост роста µm необхо-
димо использовать данные логарифмической фазы роста и
уравнение (2).

Проведём через экспериментальные точки данного участ-
ка накопительной кривой функцию (см. выражение (2))

D(t) = Dln · e µm·t, (7)

подбирая коэффициенты Dln и µm таким образом, чтобы
сумма квадратов расстояний от экспериментальных точек
до кривой была минимальной1. Расчёт коэффициентов Dln

и µm по уравнению (7) для данных, представленных на ри-
сунке 4, дал следующие значения:

D(t) = Dln · eµm·(t−tln) = 0,03 · e0,8·(t−0) (8)

Расчёт продуктивности. Для расчёта величины мак-
симальной продуктивности (Pm) необходимо использовать
данные линейной фазы роста и уравнение (3).

Расчитаем коэффициенты уравнения (9) для линейного
участка (см. рис. 5). Имеем:

D(t) = Dl + Pm · (t − 3) = 0.84 + 0.4 · (8 − 3) (9)

1Эти расчёты обычно проводят используя вычислительную машину
с математической программой, в которой реализован статистический
метод наименьших квадратов.
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Рис. 4. Расчёт величины максимальной удельной скорост ро-
ста S. platensis по уравнению (8).
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Тангенс угла наклона линейной зависимости в коорди-
натах D − Dl и t − tl численно равен величине Pm, т. е.
Pm = 0,4 г · (л · сут)−1.

Таким образом, по экспериментальным данным рассчи-
таны значения максимальной удельной скорости роста:
µm = 0,8 сут−1

и максимальной продуктивности:
Pm = 0,4 г · (л · сут)−1.
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Рис. 5. Расчёт величины максимальной продуктивности
S. platensis по уравнению (9).
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4. Метод пропорционально

проточных культур

(квазинепрерывная культура)Analogik  mèjodo
 suneqoÔ
 kallièrgeia

Область и диапазон применения.

Так или иначе, при использовании метода накопительных
культур в своих исследованиях экспериментатор не может
избежать своего вмешательства в процесс роста микроводо-
рослей, поскольку для слежения за изменениями каких-либо
показателей: плотности культуры, биохимического состава
биомассы и пр. — необходим отбор проб, т. е. изъятие неко-
торого объёма суспензии. При этом зачастую возвращение
пробы в культиватор невозможно, поэтому приходится ис-
кать компромисс между интервалами отбора проб, объёмом
проб и рабочим объёмом культуры.

Метод накопительных культур является частным случа-
ем другого метода — метода квазинепрерывных (проточных)
культур. Метод проточных культур наиболее эффективен
в вопросах управляемой культуры микроводорослей, также
этот метод незаменим для сравнительных оценок, напри-
мер, в изучении изменений биохимического состава микро-
водорослей при изменении какого-либо влияющего факто-
ра, исследований скоростей синтеза/деструкции каких-либо
компонентов, входящих в состав биомассы микроводорослей,
определения производительности системы для культивиро-
вания и пр.

Наиболее важным является то, что в пределе квазине-
прерывная культура достигает стационарного динамическо-
го состояния, при котором устанавливается равенство всех
удельных скоростей, что в значительной мере упрощает те-
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оретические исследования ростовых и биохимических пока-
зателей конкретного вида водорослей.

Терминология

Способ выращивания микроводорослей называется непре-
рывным (квазинепрерывным), если соблюдаются следующие
условия: 1) рабочий объём культуры растущих микроводо-
рослей освещается, перемешивается и остаётся неизменным;
2) к рабочему объёму культуры с определённой скоростью
добавляется питательная среда; 3) из рабочего объёма куль-
туры с той же скоростью отбирается часть суспензии.

Теоретическое введение

Установить абсолютно непрерывный проток среды на прак-
тике при выполнении вышеперечисленных трёх условий (аб-
солютно непрерывная культура) — достаточно сложная за-
дача, поэтому чаще используют квазинепрерывный («как
бы непрерывный») способ выращивания микроводорослей.
Суть этого метода состоит в том, что обмен части рабоче-
го объёма культуры на питательную среду производят не
непрерывно, а дискретно. При этом есть два управляющих
фактора: объём слива/долива (обмен) и интервал времени
между процедурой обмена. Варьируя эти две величины мож-
но управлять скоростью протока и поддерживать плотность
культуры на заданном уровне.

Существенную роль в динамике плотности квазинепре-
рывной культуры играет величина отностительного разбав-
ления культуры. Эта величина есть коэффициент разбавле-
ния:

θ =
Bk

Bk

, (10)
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Рис. 6. Динамика плотности квазинепрерывной культуры
микроводорослей. Пунктирная линя изображает накопи-
тельную кривую роста, сплошной линией изображена дина-
мика плотности культуры при обмене (слив суспензии/долив
питательной среды).
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где Bk — плотность культуры до разбавления; Bk — плот-
ность культуры после разбавления; k — порядковый номер
разбавления.

Коэффициент разбавления показывает, во сколько раз
разбавлена культура, и может изменяться от 1 (разбавления
нет) до бесконечности (культура после разбавления имеет
нулевую плотность). Варьируя величину коэффициента раз-
бавления можно уменьшить плотность культуры до задан-
ного уровня. Для разбавления культуры до заданной плот-
ности необходимо от общего объёма суспензии W микрово-
дорослей в культиваторе слить часть культуры объёмом w и
долить такой же объём питательной среды, т. е. коэффици-
ент разбавления можно выразить через объём культиватора
и объём слива:

θ =
W

W − w
. (11)

Запишем выражение для объёма слива (и долива):

w = W −
W

θ
= W ·

(

1 −
1

θ

)

= W ·

(

θ − 1

θ

)

. (12)

Выражение для удельной скорости протока питательной
среды через рабочий объём культиватора имеет вид:

ω =
w

W · ∆t
=

θ − 1

θ · ∆t
=

1

∆t
−

1

θ · ∆t
, (13)

где ∆t — период времени между разбавлениями.
Ясно, что при уменьшении интервала между разбавле-

ниями, а также уменьшение объёма слива/долива таким об-
разом, чтобы величина удельной скорости оставалась неиз-
менной, квазинепрерывная культура будет приближается к
абсолютно непрерывной. Типичная картина динамики роста
квазинепрерывной культуры представлена на рисунке 6.
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5. Методика измерения оптической

плотности суспензии спирулины

на длине волны света 750 нмH mèjodo
 mètrhsh
 optik 
 puknìthta

Область применения.

Методка описывает процедуру измерения ослабления свето-
вого потока суспензией нативной культуры низших фототро-
фов (например, микроводорослей) на длине световой волны
750 нм в единицах оптической плотности. Процедура осно-
вана на методах, используемых при изучении оптических ха-
рактеристик растений [1], в частности, суспензий микрово-
дорослей [7].

Терминология.

Суспензия нативной культуры низших фототрофов — это
совокупность клеток низших фототрофов, находящихся во
взвешенном состоянии в жидкой питательной (культураль-
ной) среде.
Оптическая плотность суспензии низших фототрофов на
длине волны 750 нм, D750 — это десятичный логарифм коэф-
фициента пропускания T суспензии на длине волны 750 нм,
взятый со знаком «минус».
Замечание. Термин «оптическая плотность» используется
в биотехнологической практике в несколько ином смысле,
нежели его определяет закон Бугера—Ламберта—Бера [3].
Несмотря на указанное обстоятельство, описанная процеду-
ра широко используется в практике лабораторного культи-
вирования микроводорослей как экспресс-метод определе-
ния концентрации клеток [8], измерения ростовых характе-
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ристик микроводорослей [4] и пр.

Сущность метода.

Суспензию нативной культуры низших фототрофов помеща-
ют в кварцевую измерительную кювету концентрационного
фотоэлектроколориметра и измеряют величниу пропускания
относительно кюветы с непоглощающим раствором — пита-
тельной (культуральной) средой или дистиллированной во-
дой.

Теоретическое введение.

Закон Бугера—Ламберта устанавливает зависимость коли-
чества монохроматического света, поглощенного веществом,
от толщины поглощающего слоя:

I = I0 · e
−kλl,

где I0 — интенсивность плоской монохроматической световой
волны, падающей на слой вещества; I — интенсивность плос-
кой монохроматической световой волны на выходе из слоя;
e — основание натурального логарифма; l — толщина слоя
(см); kλ — показатель поглощения света веществом (см−1).
Значение kλ зависит как от длины световой волны, так и от
химической природы и состояния вещества.

Для разбавленных растворов поглощающего вещества в
непоглощающем растворителе справедлив закон Бера, уста-
навливающий прямую пропорциональность между поглоще-
нием света веществом (kλ) и концентрацией этого вещества
в растворе (c):

kλ = κλ · c.

Объединяя законы Бугера—Ламберта и закон Бера, получим
обобщённый закон Бугера—Ламберта—Бера:

I = I0 · e
−κλ· c· l = I0 · e

−Dт.
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Здесь κλ — постоянная, зависящая от свойств растворенно-
го вещества и длины волны света; c — концентрация раство-
ренного вещества; l — толщина поглощающего слоя. Размер-
ность величины κλ зависит от выбора единиц измерения кон-
центрации c. Например, если c измеряется в г/л, то величи-
на κλ имеет размерность л/(г · см). Безразмерная величина
Dт называется оптической толщиной (толщей) и выража-
ется в единицах оптической толщи (ед. опт. толщ.). Отноше-
ние интенсивности прошедшего света к интенсивности пада-
ющего называется пропусканием и выражается в долях или
процентах:

T =
I

I0

.

Между оптической толщью и пропусканием существует
связь:

Dт = − ln T

На практике более удобна запись закона Бугера—Ламбер-
та—Бера с логарифмом по основанию 10, поскольку в этом
случае ослабление света измеряется в единицах кратных де-
сяти, а не иррациональному число e. В этом случае запись
закона Бугера—Ламберта—Бера имеет вид:

I = I0 · 10−D; D = − lg T,

где D — оптическая плотность, ед. опт. плотн. Оптическая
плотность и оптическая толща связаны между собой соот-
ношением

D = lg e · Dт = 0,4343Dт

В случае рассеяния света в оптически неоднородной сре-
де закон ослабления светового пучка аналогичен закону Бу-
гера—Ламберта:

I = I0 · 10−dλl,
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где dλ — показатель рассеяния, зависящий от длины волны
света, размера рассеивающих частиц, показателей прелом-
ления частиц и среды в которой они взвешены (см−1); l —
толщина слоя рассеивающей среды (см). Если рассеивающая
среда, кроме того, поглощает свет, то закон ослабления мо-
нохроматического пучка света аналогичен закону Бугера—
Ламберта:

I = I0 · 10−(kλ+dλ)l = I0 · 10−ελl,

где kλ — показатель поглощения; dλ — показатель рассеяния;
ελ = kλ + dλ — показатель ослабления (экстинкции).

В клетках низших фототрофов основная доля поглощён-
ного света приходится на фотосинтетические пигменты. По-
мимо этого, свет поглощают и структурные элементы кле-
ток — внутриклеточные компоненты, клеточные мембраны и
пр. Поглощение света структурными элементами клеток, не
связанное с пигментами, называется неспецифическим.

Рассеяние света в суспензии происходит вследствие ди-
фракции первичного светового пучка из-за чрезвычайной
гетерогенности клеток. При необходимости получить имен-
но величину поглощения суспензии клеток используют при-
бор со специальной приставкой — фотоинтегрирующей сфе-
рой, — направляющей рассеянные лучи на регистрирующий
элемент.

Прибор

• Концентрационный фотоэлектроколориметр КФК-2
(Загорский оптико-механический завод), абсолютная
погрешность при измерении величины пропускания
не превышает 1,0%, размах показаний, определяющий
случайную погрешность, не превышает 0,3%. Кюветы
стеклянные 0,5 см.;
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Измеряемые величины

• Коэффициент пропускания суспензии нативной культу-
ры микроводорослей на длине волны 750 нм, T750.

Реактивы

1. Вода дистиллированная;

2. NaCl (поваренная соль).

Процедуры

Типовой анализ проводился в несколько этапов:

1. Отбор пробы;

2. Подготовка пробы;

3. Измерение коэффициента пропускания суспензии низ-
ших фототрофов на 750 нм;

4. Вычисление результатов.

Время между отбором пробы и измерением должно быть
минимальным (не более 5–7 мин).

Отбор пробы. Суспензию в фотореакторе тщательно
перемешивают и отбирают аликвоту в пробирку. Объём
аликвоты должен составлять не менее 10 мл.

Подготовка пробы. Непосредственно перед измерени-
ем для плотных культур требуется подготовка пробы, кото-
рая состоит в разбавлении определенного объёма суспензии
микроводорослей изотоническим раствором NaCl2 с после-
дующим пересчётом результатов измерений. Для этой цели

2NaCl используется в качестве универсалього регулятора тонично-
сти раствора. Для Spirulina platensis вместо NaCl можно использовать
прозрачный раствор питательной среды Зарука.
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смешивают некоторый объём суспензии и раствора NaCl в
заданном соотношении. Соотношение подбирают таким об-
разом, чтобы результат измерений коэффициента пропуска-
ния попадал в диапазон минимальной погрешности исполь-
зуемого прибора.

После перемешивания суспензии приступают к измере-
нию величины пропускания. Во избежание каких-либо про-
явлений агглютинации клеток при разбавлении следят за
тем, чтобы различие температур добавляемого раствора
NaCl и суспензии в пробе составляло не более 5℃. После
измерений смесь NaCl и суспензии в стакан с пробой не воз-
вращают.

Подготовка изотонического раствора NaCl. Для
приготовления изотонического раствора NaCl используют
мерную колбу либо другую посуду объёмом не менее 1 л.
В 1 л дистиллированной воды растворяют навеску NaCl,
которая по массе равна суммарной массе минеральных со-
лей, растворённых в питательной среде. Раствор считается
готовым после полного растворения NaCl. Свежеприготов-
ленный раствор подлежит хранению в закрытой посуде не
более 7–10 дней при 20℃.

Измерение доли пропускания суспензии микрово-
дорослей. Измерения проводят при 750 нм, используя стек-
лянные кюветы 0,5 см, входящие в комплект поставки при-
бора. В первую очередь проводят измерение «холостой про-
бы» с целью проверки показания нулевого значения (нуля
прибора). В измерительную кювету и кювету сравнения за-
ливают дистиллированную воду, затем проводят измерение
T750. Показание прибора должно быть 0%. При необходимо-
сти с помощью регуляторов грубой и тонкой настройки сле-
дует довести показания до отметки 0%, после чего можно
проводить измерение пробы. В кювету сравнения заливают
дистиллированную воду. Непосредственно перед измерением



5. Методика измерения оптической плотности 89

подготовленной пробы её тщательно перемешивают встряхи-
ванием, после чего заливают в измирительную кювету. Здесь
важно, чтобы между измерением и перемешиванием время
оставалось минимальным — это уменьшает ошибки измере-
ний связанные с оседанием культуры на дно кюветы. При
измерении следят за тем, чтобы положение кюветы остава-
лось неизменным (расстояние от края кюветы до шторки,
закрывающей фотоэлемент, должно составлять 6,2 см).

Вычисление и выражение результатов. Поскольку
оптическая плотность и пропускание связаны соотношением
D = − lg T , для вычисления конечного результата использу-
ют следующее выражение:

D750 = k · (− lg T750),

где D750 — оптическая плотность; T750 — доля пропускания
суспензии при 750 нм; k — коэффициент разбавления при
подготовке пробы.

Контроль качества и возможные недостатки метода

Следует помнить, при использовании концентрационного
фотоколориметра КФК-2 описанная процедура даёт весьма
приблизительный результат поглощения монохроматическо-
го светового пучка клетками микроводорослей [3], поэтому к
результатам измерений следует относится с осторожностью.
Также следует отметить, что аглютинация клеток приводит
к заведомо неверному результату измерений.
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6. Методика измерения спектра

ослабления суспензии нативной

культуры Spirulina platensis в

области ФАРH mèjodo
 mètrhsh
 f�smato
 kallièrgeia

Область применения

Методка описывает процедуру измерения спектра ослаб-
ления светового потока суспензией нативной культуры
Spirulina platensis в единицах оптической плотности в обла-
сти фотосинтетически активной радиации (ФАР). Процеду-
ра основана на методах, используемых при изучении опти-
ческих характеристик растений [1], в частности, суспензий
микроводорослей [7].

Терминология

Суспензия нативной культуры Spirulina platensis — это со-
вокупность клеток Spirulina platensis, находящихся во взве-
шенном состоянии в жидкой питательной (культуральной)
среде.
Спектр ослабления суспензии Spirulina platensis — это зави-
симость величины ослабления светвого потока суспензией
низших фототрофов, выраженной в единицах оптической
плотности, от длины световой волны.

Сущность метода

Фотосинтетические пигменты, содержащиеся в клетках низ-
ших фототрофов, поглощают падающий свет избирательно,
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т. е. количество поглощённого света зависит от его длины
волны.

Сущность методики

Суспензию нативной культуры Spirulina platensis помеща-
ют в кварцевую измерительную кювету спектрофотометра и
измеряют величниу ослабления (пропускания) относительно
кюветы с непоглощающим раствором — питательной (куль-
туральной) средой или дистиллированной водой.

Теоретическое введение

Теоретические представления о законе Бугера-Ламберт-
Бера можно получить, обратившись к странице 84. В до-
полнение следует отметить, что в клетках низших фототро-
фов основная доля поглощённого света приходится на фо-
тосинтетические пигменты. Помимо этого, свет поглощают
также и структурные элементы клеток — внутриклеточные
компоненты, клеточные мембраны и пр. Поглощение света
структурными элементами клеток, не связанное с пигмента-
ми, называется неспецифическим.

Рассеяние света в суспензии происходит вследствие ди-
фракции первичного светового пучка из-за чрезвычайной
гетерогенности клеток. При необходимости получения имен-
но величины поглощения суспензии клеток используют при-
бор со специальной приставкой — фотоинтегрирующей сфе-
рой, — направляющей рассеянные лучи на регистрирующий
элемент.

Прибор

• Регистрирующий спектрофотометр СФ-2000 (ЛОМО,
Россия). Спектральный диапазон: 200–1100 нм. Диапа-



92 Р. П. Тренкеншу, Р. Г. Геворгиз, Е. Г. Лианакис, Х. А. Иконому

зон измерений спектральных коэффициентов направ-
ленного пропускания: 1–100% с абсолютной погрешно-
стью не более 1%. Предел допускаемого значения сред-
него квадратического отклонения случайной составля-
ющей погрешности спектрофотометра при измерении
спектральных коэффициентов направленного пропуска-
ния: 0,2%. Набор кварцевых кювет, входящий в ком-
плект поставки прибора.

Измеряемые величины

• Спектральные коэффициенты направленного пропуска-
ния суспензии низших фототрофов в диапазоне 400–
800 нм с шагом 0,1 нм.

Реактивы

1. Вода дистиллированная;

2. NaCl (поваренная соль).

Измерения

Типовой анализ проводится в несколько этапов:

1. Отбор пробы;

2. Подготовка пробы;

3. Измерение спектра ослабления суспензии низших фото-
трофов в области ФАР

Время между отбором пробы и измерением должно быть
минимальным (не более 5–7 мин).
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Отбор пробы. Суспензию в фотореакторе тщательно
перемешивают и отбирают аликвоту в пробирку. Объём
аликвоты должен составлять не менее 10 мл.

Подготовка пробы. Непосредственно перед измерени-
ем для плотных культур требуется подготовка пробы, ко-
торая состоит в разбавлении определенного объёма суспен-
зии микроводорослей изотоническим раствором NaCl3. Для
этой цели смешивают некоторый объём суспензии и раство-
ра NaCl в заданном соотношении. Соотношение подбирают
таким образом, чтобы результат измерений попадал в дипа-
зон допустимых значений, определяемых характеристиками
прибора, например, для СФ-2000 дипазон допустимых зна-
чений спектрального коэффициента направленного пропус-
кания составляет 1–100%, что соответствует 2–0 единицам
оптической плотности.

После перемешивания суспензии приступают к измере-
ниям. Во избежание каких-либо проявлений агглютинации
клеток при разбавлении следят за тем, чтобы различие тем-
ператур добавляемого раствора NaCl и суспензии в пробе
составляло не более 5℃. После измерений смесь NaCl и сус-
пензии в стакан с пробой не возвращают.

Подготовка изотонического раствора NaCl . По-
дробное описание приведено на странице 88.

Измерение спектра ослабления суспензии. В кюве-
ту заливают пробу и проводят измерение спектра ослабле-
ния суспензии Spirulina platensis в области от 400 до 750 нм.
В кювету сравнения заливают дистиллированную воду. При-
мер спектра Spirulina platensis представлен на рисунке 7.

3NaCl используется в качестве универсалього регулятора тонично-
сти раствора.
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Рис. 7. Спектр культуры Spirulina platensis.
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7. Методика отделения биомассы

спирулины от культуральной

жидкости

Область применения

Процедура описывает метод, который позволяет оценить
плотность, т. е. концентрацию клеток спирулины в культу-
ре, выраженную в граммах на литр. Своё начало данный
метод берёт от методов планктологии сбора фитопланкто-
на [5]. Описанный метод нашёл своё применение и в области
искусственного интенсивного культивирования микроводо-
рослей. Особенно актуален в работе с филаментными сине-
зелёными видами (культурами) водорослей в лаборатории и
в условиях промышленного производства биомассы микро-
водорослей. Метод прост в использовании, не требует боль-
ших капиталовложений и специального оборудования.

Терминология

Биомасса (от био. . . и лат. massa — ком, кусок) — выраженное
в единицах массы количества живого вещества, приходящее-
ся на единицу площади или объёма местообитания (г/м2 или
г/л).

Принцип анализа

Принцип метода заключается в том, что суспензию фила-
ментных микроводорослей заливают в воронку с бумажным
фильтром или на сито, с ячеей меньшей длины трихома
(нити). С течением времени культуральная жидкость про-
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ходит сквозь фильтр/сито (процесс фильтрации), при этом
на фильтре/сите, происходит сгущение клеток микроводо-
рослей.

Оборудование и материалы

• Стакан ёмкостью не менее 1 л;

• Штатив обыкновенный для крепления воронки;

• Воронка для фильтрования с ребристой внутренней по-
верхностью, поддерживающей фильтр;

• Бумажный фильтр или планктонное сито (мельничный
газ) №95 (размер ячеи 0,1 мм).

Реактивы

Вода дистиллированная.

Подготовительные процедуры

Фильтр. Квадратный листок фильтровальной бумаги нуж-
ного размера (в зависимости от величины плотности культу-
ры и размера воронки) складывают внчале пополам (сгибая
по вертикали), а затем вчетверо (сгибая по горизонтали),
затем ножницами обрезают полукругом верхний край полу-
ченной воронки. Для получения складчатого фильтра (пло-
еный фильтр) многократно сгибают фильтр таким образом,
чтобы линия сгиба проходила через угол (дно) бумажной
воронки. Чем меньше расстояние между линиями сгиба, тем
больше складок, тем качественней складчатый фильтр.

При использовании планктонной ткани (мельничного га-
за) в качестве фильтра поступают аналогичным образом.
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Воронку укрепляют в кольце, присоединённом к штативу.
В неё кладут изготовленный фильтр, который перед тем как
приступить к фильтрации суспензии предварительно слегка
смачивают. Весьма часто для ускорения фильтрации удли-
няют стеклянную трубку воронки, что может быть сделано
при помощи резиновой трубки.

Для того чтобы трубка быстро наполнялась культураль-
ной жидкостью, внутренний диаметр не должен превышать
3 мм. Образовавшийся столбик жидкости, спускаясь, дей-
ствует как насос и тем самым ускоряет фильтрование. Очень
полезно, чтобы трубка воронки имела петлю, облегчющую
заполнение трубки культуральной жидкостью. Такой удли-
нённый конец с петлёй может быть приспособлен и к воронке
с коротким концом при помощи резиновой трубки, снабжён-
ной зажимом.

Процедуры

Суспензию микроводорослей заливают в воронку с филь-
тром не сразу после извлечения из культиватора, а спу-
стя некоторое время (10–15 мин). Это время необходимо
для оценки скорости агглютинации клеток. Чем больше
будет проявление агглютинации, тем проще будет процесс
фильтрации. При необходимости время можно увеличить до
30 мин.
Замечание. Следует иметь ввиду: чем выше температура
суспензии, тем меньший промежуток времени в распоряже-
нии, поскольку при высоких температурах разрушение кле-
ток приводит к выходу их содержимого (органики) в среду,
что в значительной степени затруднит процесс фильтрации.

С помощью зажима на конце трубки воронки регулиру-
ют скорость фильтрации, следя за тем, чтобы в трубку во-
ронки не попадали воздушные пузыри и не образовывались
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воздушные пробки. По мере необходимости в воронку акку-
ратно добавляется суспензия микроводорослей.

По окончании процесса фильтрации сгущенную биомас-
су при необходимости отмывают от остатков солей, прили-
вая малыми порциями дистиллированную воду4. При этом
объём дистиллированной воды не должен превышать 1,5-2-х
объёмов сгущенной биомассы, в противном случае возмож-
ны потери биомассы из-за разрушения клеток.

После высушивания биомассы на фильтре по разнице ве-
сов до и после фильтрации можно судить о плотности в от-
фильтрованном объёме суспензии.

Контроль качества и возможные недостатки метода.

Контролем качества отмывки сгущенной биомассы от со-
лей может служить величина pH воды прошедшей сквозь
фильтр со сгущенной биомассой. Величина pH стекающей
воды должна составлять 7–7,5 ед. При необходимости объём
воды для отмывки от солей можно увеличить.

4При последующем высушивании биомассы при температуре более
40℃ вместо дистиллированной воды используют изотонический растор
(NH4)2CO3 [3].
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