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Аннотация. На примере лабораторной культуры  Tetraselmis viridis (Rouchijajnen) показан 
способ реализации максимальной продуктивности в квазиплотностатном процессе выращивания 
микроводорослей. Экспериментальной основой для расчета оптимальных условий служит 
накопительная кривая при конкретных условиях выращивания. Анализ кривой позволил выделить 
участок линейного роста с 4-х по 6-е сутки выращивания, определить максимальную продуктивность 
( 0,42  г/л·сут.) и найти границы плотностей (1,32–2, 37 г/ л), внутри которых микроводоросли 
растут с максимальной скоростью. При переходе в квазиплотностатный режим культивирования
оптимальный диапазон сужается сверху на величину прироста за время между разведениями культуры. 
Для T.  viridis время роста внутри оптимального диапазона плотностей превышает сутки, что позволяет 
контролировать плотность и осуществлять отбор только один раз в сутки, поддерживая продуктивность 
на максимальном уровне. При ежесуточном отборе и разбавлении культуры оптимальный диапазон 
плотностей составляет 1,32–1,95 г/ л. Пер еход в квазиплотностатный режим выращивания T. viridis 
при ежесуточном разбавлении плотности до 1,4 г/л экспериментально подтвердил расчетные 
данные. На накопительной кривой роста точка окончания фазы максимальной продуктивности 
характеризуется резким снижением скорости роста, что указывает на смену фактора, лимитирующего 
рост при плотности культуры выше 2,37 г/л. При этом дальнейший линейный рост указывает на то, 
что таким фактором является недостаток потока углерода на клетку. Экспериментальная проверка 
подтвердила это предположение. В дополнительном опыте поток углерода с воздухом был снижен за 
счет отключения распылителя. Это привело к снижению диапазона оптимальных плотностей с 0,95 
до 0,69 г/л при максимальной продуктивности 0,26 г/л·сут. Переход в квазиплотностатный режим 
выращивания при ежесуточном разбавлении плотности до 0,8 г/л  экспериментально подтвердил 
расчетные данные.

Ключевые слова: ми кроводоросли, Tetr aselmis viridis, полунепрерывное культивирование, 
максимальная продуктивность, оптимальный диапазон плотностей
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Abstract. On the example of the laboratory culture Tetraselmis viridis (Rouchijajnen), a method for 
achieving the maximum productivity in a process of growing microalgae based on a regular dilution of the 
culture down to a specific density (“quasi-densitotat”) is shown. The experimental basis for calculating 
optimal conditions is a cumulative curve under specific growing conditions. Analysis of this curve made 
it possible to identify a linear growth section from the 4th to the 6th cultivation day, as well as to establish 
the maximum productivity (0.42 g/L·day) and find the range of densities (1.32–2.37 g/L), within which 
microalgae grow at maximum speed. After switching to a quasi-densitostat cultivation regime, the optimal 
range is narrowed from the top down by the amount of growth gain for the time between culture dilutions. 
For T. viridis, growth time within the optimal density range exceeds a day, which allows to keep control over 
the density and do the extraction only once a day, maintaining its productivity at the maximum level. With 
daily extraction and dilution of the culture, the optimal density range is 1.32–1.95 g/L. Transition to a quasi-
densitostat mode of T. viridis cultivation with daily dilution down to 1.4 g/L experimentally confirmed 
the calculated data. On the cumulative growth curve, the end point of the maximum productivity phase is 
characterized by a sharp decrease in the growth rate, which indicates a change in the factor limiting growth 
at a culture density above 2.37 g/L. Further linear growth indicates that this factor is the insufficient carbon 
supply to the cell. Experimental verification confirmed this assumption. In the additional experiment, the 
flow of carbon with the air was reduced by turning off the air sprayer. It resulted in a decrease in the range 
of optimal densities from 0.95 to 0.69 g/L, with the maximum productivity of 0.26 g/L·day. Transition to a 
quasi-densitostat mode of cultivation with daily dilution to the density of 0.8 g/L experimentally confirmed 
the calculated data.

Keywords: microalgae, Tetras elmis viridis, semi-continuous cultivation, maximum productivity, optimal 
density range

ВВЕДЕНИЕ

Современное развитие массового производ-
ства микроводорослей как источника корма в
аквакультуре и сырья для получения полезных 
биотехнологических продуктов требует разра-
ботки эффективных и относительно простых
методов культивирования. К настоящему време-
ни наибольшее распространение получил полуне-
прерывный (квазинепрерывный) способ выра-
щивания микроводорослей. Суть метода состоит 
в том, что, в отличие от накопительного способа, 
при котором культура проходит все фазы разви-
тия, на определенном этапе роста производится
отбор части культуры с соответствующей добав-
кой питательных веществ [1].

Такой режим управления ростом культуры
может осуществляться различными способами: 
либо непрерывной подачей свежей питательной 
среды с соответствующей скоростью отбора куль-

туры (хемостат), либо периодическим отбором 
заданного объема культуры с доливом такого же 
объема среды (квазихемостат), либо непрерывным 
доливом свежей питательной среды с соответст-
вующим разведением культуры (плотностат),
либо периодическим разведением культуры до
заданной  плотности  (квазиплотностат)  [2, 3].

Выбор способа управления культивированием 
микроводорослей зависит от условий, при которых
реализуются максимальные ростовые характерис-
тики. Эти условия связаны со световым и мине-
ральным питанием, а также с поддержанием дру-
гих физико-химических факторов среды на опре-
деленном уровне, обеспечивающем интенсивный 
рост культуры. Кроме того, важным параметром 
управления являются биохимические характерис-
тики получаемого продукта.

С практической точки зрения наиболее прием-
лемым можно считать вариант управления с еже-



суточным отбором культуры. Это касается и лабо-
раторных опытов, и массового выращивания, так 
как такое управление значительно упрощает и
упорядочивает рабочее время обслуживания сис-
темы культивирования. Поддержание плотности 
культуры в определенных границах за счет ежесу-
точного отбора части культуры с соответствую-
щим доливом такого же объема свежей питатель-
ной среды позволяет не только стабилизировать 
культуру на заданной фазе роста, но и поддержи-
вать общий объем системы культивирования на
постоянном уровне. При этом можно поддержи-
вать постоянным размерный состав популяции 
клеток и химический состав биомассы.

Одним из объектов, перспективных для про-
мышленного производства и практического
использования, можно рассматривать морские
одноклеточные водоросли рода Tetraselmis =
Platymonas [4]. С развитием аквакультуры ценных 
пород рыб появилась потребность в пигментах
и полиненасыщенных жирных кислотах, кото-
рые не только стимулируют рост и выживаемость
личинок рыб, но и повышают качество конеч-
ной продукции [4, 5]. В этом отношении морские
виды микроводорослей являются наиболее
перспективным источником биологически ценных
продуктов.

Первые опыты с относительно крупными
объемами микроводоросли  Tetraselmis suecica
показали возможность выращивания этой микро-
водоросли в закрытых емкостях объемом 330 л с 
погружными источниками света [6]. Плотность 
культуры достигала 0,5 млн кл./мл, но устойчивого 
непрерывного роста авторам достичь не удалось.

В опытах с галотолерантным штаммом водо-
росли Tetraselmis sp., MUR-233 устойчивый рост 
наблюдался в течение 5 месяцев в пилотных
открытых бассейнах (raceway) при увеличении 
солености среды. Максимальная продуктивность 
была достигнута при миксотрофном питании (с 
дополнительной подпиткой органическим угле-
родом) и составила 37,5 г/м2·сут. [7]. Анало-
гичные результаты были получены с культурой
Tetraselmis sp. MBEyh04Gc (KCTC 12432BP),
выращиваемой в тепличных бассейнах объемом 
40000 л с подачей через распылители 5%-ной
смеси CO

2
 с воздухом [8].

В предлагаемой работе на примере черномор-
ской флагелляты Tetraselmis viridis (Rouchijajnen) 
показан способ реализации максимальной про-

дуктивности в квазиплотностатном режиме
культивирования микроводорослей с максималь-
ной  скоростью  роста.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект. В опытах использовали альгологически 
чистую культуру  Tetraselmis (Platymonas) viridis 
(Rouchijajnen) R.E. Norris, Hori & Chihara, 1980 — 
штамм IBSS-25 из ЦКП «Коллекция гидробион-
тов Мирового океана» ФИЦ «Институт биологии
южных морей имени А.О. Ковалевского РАН». 
Черноморская флагеллята Tetraselmis viridis Rouch. 
впервые описана [9] и выделена в культуру из
Ч ерного моря [10]. Устойчивый непрерывный рост 
T. viridis был получен в хемостате на тихоокеан-
ской воде, что позволило авторам изучить ростовые
характеристики вида [8]. На основе экспериментов 
с элементами минерального питания клеток была 
разработана питательная среда для T . viridis, позво-
ляющая получать устойчивый непрерывный рост 
микроводоросли в плотной культуре [11]. Дан-
ная питательная среда рассчитана на достижение 
плотности культуры до 4–6 г (абсолютно сухого 
вещества, АСВ)/л; при работе с пониженными или 
повышенными плотностями концентрации всех 
элементов следует пропорционально изменить.

T. viridis выращивали накопительным и ква-
зиплотностатным методом в двух стеклянных
культиваторах плоскопараллельного (слой 2 см)
типа [4] с рабочим объемом 1 л при боковом
поверхностном освещении 10 кЛк. Освещенность
поверхности фотобиореакторов определяли 
люксметром Ю-116. C целью компенсации испа-
рения воды, на протяжении всего эксперимен-
та поддерживали этот объем, доливая перед
измерениями дистиллированную воду до отмет-
ки 1 л. Скорость продувки воздухом через трубку
или распылители в культуре составляла 1 л/мин. 
Температура среды автоматически поддержива-
лась в диапазоне 27–28 °С [4]; ее контролировали 
ртутным термометром непосредственно в культи-
ваторе. Для засева экспериментальных культи-
ваторов использовали активно делящуюся куль-
туру; начальная плотность составляла 0,23 г/л
абсолютно сухого вещества.

Оптическую плотность рассчитывали по фор-
муле D=-lg(T), где Т — величина пропускания, 
определяемая на Unico 2100 (United Products & 
Instruments, USA) при толщине кюветы 5 мм и
длине волны 750 нм; абсолютная погрешность
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при измерении величины пропускания не превы-
шала 1,0 %. При пересчете единиц оптической 
плотности на сухой вес микроводорослей (АСВ) 
использовали эмпирически определенный коэф-
фициент, равный 0,8 г/л·ед. опт. пл. Определение 
плотности по сухому весу и подсчет концентра-
ции клеток в камере Горяева производили в пяти-
кратной повторности по методикам, описанным в
работе [12]. Микроскопический контроль культу-
ры производили с помощью светового микроско-
па Carl Zeiss Axiostar Plus (Carl Zeiss, Германия).
Математическую обработку и моделирование
экспериментальных данных осуществляли с
помощью компьютерных программ Libre Offi  ce
и Scidavis для уровня значимости α=0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для предварительной оценки ростовых харак-
теристик Tetraselmis viridis был проведен первый
этап исследований, в котором изучалось влияние 
способа углеродного обеспечения клеток за счет 
барботирования накопительной культуры атмос-
ферным воздухом. Поддержание прочих физико-
химических условий на постоянном уровне и
используемая питательная среда гарантировали 
отсутствие лимитирующих факторов, кроме изу-
чаемых, в относительно широком диапазоне.
Выбор атмосферного источника углекислого газа 
в качестве лимитирующего фактора обусловлен 
тем, что углерод представляет собой наибольший
компонент минерального состава биомассы
микроводорослей (50 % от абсолютно сухой мас-
сы, АСВ), а его минеральные источники в виде
углекислого газа  или бикарбонатов являются
наиболее затратными при фотоавтотрофном
выращивании культуры.

Кривая роста плотности культуры и концентра-
ции клеток при подаче в культиватор атмосферно-
го воздуха через распылитель показана на рис. 1. 
Накопительный рост наблюдался в течение первых 
13 суток, что позволяет выделить и количественно 
описать три основные фазы роста культуры в виде 
математических моделей, а также оценить точки 
смены факторов, лимитирующих рост при измене-
нии плотности.

Экспоненциальная фаза. Характеризуется мак-
симальной удельной скоростью роста, которая
определяется только внешним освещением, т. к. 
плотность культуры невысокая и концентрация
элементов минерального питания изменяется

незначительно, а клетки не затеняют друг друга. 
Такой рост плотности (B) наблюдается в течение 
первых четырех суток (t) и приближенно описы-
вается уравнением, показанным на рис. 1.

 
0 0 4mμ tB B e t    

 0 48 10 2 , / сут. t сут.B г / л , г / л е  .

Для поддержания максимальной удельной ско-
рости роста (0,48 1/сут.) необходимо, чтобы плот-
ность культуры не превышала верхнюю границу 
плотности, которая при данной внешней освещен-
ности составляет около 1,3 г/л или 1,2 млн кл./мл. 
Это требует частого или непрерывного контроля 
плотности.

Следующей фазой роста является линейная 
фаза, которая характеризуется максимальной про-
дуктивностью культуры (P

m1
). Этот участок роста 

лимитирован световыми условиями, складываю-
щимися в культуре, за счет повышения плотности 
при неизменной внешней интенсивности света
[13]. Динамика плотности на этой фазе роста
описывается уравнением прямой, а сама фаза
длится немногим более трех суток:

 
14 6 5t ,  

1
1 1 1 0 42тB г / л Р t b , г / л сут.      

1 0 36t сут. , г / л . 

Плотность культуры на границах этого участка:

1 4t сут. 

1 0 42 4 0 36B , г / л сут. сут. , г / л     

1 32, г / л 

1 6 5t , сут. 

1 0 42 6 5 0 36B , г / л сут. , сут. , г / л     

2 37, г / л .

Практически это означает, что для постоянного 
получения максимальной продуктивности культу-
ры необходимо, чтобы плотность культуры до и
после разведения не выходила за пределы найден-
ных границ. Реализация этого условия возможна 
при ежесуточном отборе такого объема культу-
ры (с соответствующим объемом добавляемой
свежей среды), чтобы плотность после разведе-
ния не опускалась ниже 1,32 г/л (1,14 мл н кл./ мл). 
В то же время максимальную продуктивность
можно реализовать только в случае, если плот-
ность не превысит верхний предел плотности
2,37 г/л (2,05 млн  кл./мл), т. к. продуктивность 



после этого предела начинает снижаться. Для
этого при ежесуточном разведении плотность
культуры после разведения должна быть ниже 
2,37–0,42=1,95 г/л (1,68 млн кл./м л). Таким обра-
зом, из предварительных расчетных оценок
следует, что для получения максимальной произ-
водительности системы культивирования сущест-
вует возможность сбора урожая один раз в сутки
при поддержании плотности в оптимальном диа-
пазоне. Это позволяет измерять плотность один
раз в сутки, что технологически удобно и не
требует постоянного контроля плотности.

Экспериментальная реализация такого квази-
плотностатного режима культивирования нача-
лась с 13-х суток и показана на рис. 1. Для под-
держания плотности в оптимальных пределах
ежесуточно из общего объема культуры (w

0
)

производился отбор части объема (v
сл

), с соот-

Рис. 1. Динамика роста Tetraselmis viridis — накопительного (в первые 13 суток) и после перехода в
квазиплотностатный режим с ежесуточным разбавлением культуры до плотности 1,4 г(АСВ)/л. Сплошными 
линиями выделены линейные участки роста.  Подача в культуру воздуха с помощью распылителя

Fig. 1. Dynamics of Tetraselmis viridis growth: cumulative growth (during the fi rst 13 days) and the growth after 
switching to a quasi-densitostat mode with daily dilution of the culture to the density of 1.4 g(ADW)/L. Linear growth 
sections are indicated with solid lines. Air is supplied to the culture using a sprayer

ветствующим доливом свежей среды, который
вычислялся  по  формуле:

0
min

сл

B B
w .

B


 

В качестве нижней границы, до которой куль-
тура разбавлялась свежей средой, была выбрана 
плотность B

min
=1,4 г /л=1,2 мл н кл./мл. На тринад-

цатые сутки из культиватора (объемом 1 л) с плот-
ностью B=2,9 г/л было слито:

2 9 1 4
1 0 52

2 9сл

, ,
л , л.

,


  

После добавления такого же объема среды
плотность  стала  равной  1,4 г/л.

Аналогичная технология разведения повто-
рялась ежесуточно в течение 6 дней, а продук-
тивность культуры после адаптации в течение
3 суток достигла расчетной величины и далее не 
изменялась:
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1 1t сут. 

1 0 42тР , г / л сут. .   

Т. е. перед разведением плотность стабильно 
находилась в оптимальных пределах и составляла 
1,82 г/л.

В накопительном процессе роста при дости-
жении плотности культуры верхней границы мак-
симальной продуктивности наблюдается точка 
перегиба кривой, которая характеризует смену 
лимитирующего фактора. Учитывая, что световые 
условия и концентрация минеральных элементов 
в среде достаточны для достижения более высо-
ких показателей роста, можно предположить, что
новым лимитирующим фактором служит сниже-
ние доступности углерода для клеток при их
концентрациях выше 2,05 млн кл./мл. При этом
накопительный процесс роста плотности куль-
туры от 2,37 до 2,75 г/л практически линейно
изменяется  со  временем:

26 5 11, t  
2 1

2 2 2 0 105тB г л Р t b , г / л сут.       

2 1 59t сут. , г / л . 

Падение продуктивности на этом участке роста 
в четыре раза может быть объяснено переходом к 
углеродному лимитированию роста за счет сни-
жения потока углерода в пересчете на отдельную 
клетку. Для проверки этого предположения был 
проведен дополнительный опыт, в котором при
той же скорости подачи воздуха в культиватор
использовали обычную трубку без распылителя. 
Такой способ значительно снижает растворимость 
углекислого газа в культуре. Полученные резуль-
таты приведены на рис. 2. Для наглядности шкалы 
плотностей оставлены такими же, как на рис. 1.

На накопительной части роста плотности
культуры можно выделить прямолинейные участ-
ки, которые с хорошей точностью описываются 
уравнениями:

34 6t  
3

3 3 3 0 26тB г / л Р t b , г / л сут.      

3 0 35t сут. , г / л  

46 11t  
4

4 4 4 0 09тB г / л Р t b , г / л сут.      

4 0 73t сут. , г / л . 

Из приведенных на рис. 2 данных видно, что 
смена распылителя на трубку диаметром 2 мм
приводит к значительному снижению скорости 
роста микроводорослей. Так, на участке нако-
пительной кривой с 4-х по 6-е сутки продуктив-
ность составляет всего 0,26  г/л·сут., что более 
чем в полтора раза ниже, чем при использовании 
распылителя, а начиная с 6-х суток продуктив-
ность снижается почти в три раза. С учетом того, 
что световые и другие условия в опыте остались
неизменными и позволяют получить более высо-
кую продуктивность культуры, можно констати-
ровать, что к снижению скорости роста микро-
водорослей приводит снижение растворимости 
углекислого газа за счет увеличения пузырьков 
продуваемого через культуру воздуха. При этом 
сменой лимитирующего фактора роста на 6-е
сутки является переход от лимитирования кон-
центрацией растворенного углекислого газа в
культуре к лимитированию роста потоком углеро-
да в отдельные клетки при плотности культуры 
выше 1,3 г/л (=1,1 млн кл./мл).

Анализ накопительной кривой роста T. v iridis
методом линейных сплайнов позволил количе-
ственно описать экспериментальные данные при 
использовании для углеродного обеспечения труб-
ки без распылителя, а также определить опти-
мальный диапазон плотности культуры с макси-
мальной продуктивностью (P

m3
= 0,26 г/л·сут.).

Этот диапазон лежит в области:

3 4t сут. 
3 0 26 4 0 35B , г / л сут. сут. , г / л     

0 69, г / л 

3 6t сут. 
3 0 26 6 0 35B , г / л сут. сут. , г / л     

1 21, г / л .

Следовательно, оптимальные границы плотно-
сти для получения максимальной продуктивности 
культуры лежат в пределах 0,69–1,21 г/л. Этот диа-
пазон (1,21–0,69=0,52 г/л) превышает ожидаемый 
суточный прирост биомассы (0,26 г/л),  что позво-
ляет производить отбор культуры один раз в сутки, 
установив плотность, до которой необходимо раз-
водить культуру, на уровне от 0,69 до 0,95 г/л.

 Экспериментальная реализация квазиплотно-
статной культуры с максимальной для данного 
(без распылителя) углеродного обеспечения пока-



Рис. 2. Динамика роста Tetraselmis viridis — в накопительном п роцессе (в первые 13 суток) и после п ерехода 
в квазиплотностатный режим с ежесуточным разбавлением культуры до плотности 0,8 г(АСВ)/л. Сплошными 
линиями выделены линейные участки роста. Подача воздуха в культуру с помощью трубки

Fig. 2.  Tetraselmis viridis growth: cumulative growth (during the fi rst 13 days) and the growth after switching to a 
quasi-densitostat mode with daily dilution of the culture to the density of 0.8 g(ADW)/L. Linear growth sections are 
indicated with solid lines. Air is supplied to the culture using a tube

зана на рис. 2 начиная с 13-х суток. В качестве 
уровня, до которого разводится культура, выбрана 
плотность B

min
=0,8 г/л. Объем сливаемой культуры

вычислялся по формуле:

0

0 8
1min

сл

B B B ,
л w л .

B B

 
  

На рис. 2 показаны результаты устойчивого
роста T. viridis при переходе к ежедневному отбо-
ру расчетного объема культуры с соответствую-
щей добавкой свежей питательной среды.

Здесь важно отметить, что продуктивность 
культуры (при квазиплотностатном режиме управ-
ления) в эксперименте выше максимального зна-
чения, полученного при накопительном процессе 
роста. Так, в эксперименте получена устойчивая 
продуктивность 0,31 г/л·сут., а максимальная рас-
четная скорость роста оценена в P

m3
=0,26 г/ л·сут. 

Этот положительный эффект, вероятно, связан 
с адаптацией культуры к оптимальному расчет-

ному диапазону управления. Также необходимо 
отметить, что определение лимитирующего фак-
тора позволяет, при необходимости, изменить 
физико-химические условия среды и увеличить 
максимальную продуктивность культуры за счет 
смены лимитирующего фактора.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На примере  лабораторной культуры Tetraselmis 
viridis (Rouchijajnen) показан способ реализации 
квазинепрерывного режима массового культиви-
рования микроводорослей с максимальной ско-
ростью роста. На первом этапе работы получена 
экспериментальная накопительная кривая роста 
культуры в заданных условиях. Накопительная 
кривая позволила выделить участки роста, которые 
количественно описаны линейными уравнениями, 
позволяющими определить точки смены лими-
тирующих факторов и найти границы плотнос-
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тей, в пределах которых микроводоросли растут с 
максимальной скоростью. Кроме этого, время рос-
та внутри оптимального диапазона плотностей 
превышает сутки, что позволяет контролировать
плотность и осуществлять отбор только один раз 
в сутки, поддерживая продуктивность на макси-
мальном уровне. На втором этапе работы экспе-
риментально подтверждены расчетные данные и 
реализован устойчивый квазинепрерывный режим 
выращивания микроводорослей с максимальной 
продуктивностью при минимальных затратах на 
контроль процесса.

Анализ накопительной кривой роста позволил 
также определить точки смены лимитирующих 
факторов, определяющих скорость роста куль-
туры при превышении оптимального диапазона 
плотности. Линейное снижение скорости с ростом
плотности предположительно было связано с 
лимитированием потока углерода в клетку. Это 
предположение было экспериментально про-
верено путем снижения скорости растворения
углекислого газа в среде за счет увеличения
пузырьков воздуха, продуваемого через культу-
ру, с помощью замены распылителя на обычную
трубку. В результате была получена накопитель-
ная кривая роста, на которой были выделены и 
количественно описаны линейные участки в виде 
уравнений. Анализ кривой подтвердил верность 
предположения и позволил рассчитать оптималь-
ный диапазон плотностей с максимальной про-
дуктивностью при данном типе лимитирования
роста культуры. Переход в квазинепрерывный
режим выращивания показал возможность полу-
чения максимальной продуктивности культуры в 
данных условиях углеродного обеспечения.

Работа выполнена согласно госзаданию «Иссле-
дование механизмов управления продукционными 
процессами в биотехнологических комплексах с 
целью разработки научных основ получения био-
логически активных веществ и технических про-
дуктов морского генезиса» (№ 121030300149-0).
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