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Диатомовая водоросль Cylindrotheca closterium (Ehrenb.) Reimann et Lewin характеризуется высо-
кой продуктивностью (до 1,5 гсух·л-1·сут-1) и способностью накапливать ценный каротиноид фукок-
сантин (до 2% от сухой массы). Азот является одним из важнейших компонентов в питательной
среде, существенно влияющих на продукционные характеристики микроводорослей. Цель рабо-
ты—сравнить продукционные характеристикиC. closterium при использовании разныхформ азота
в питательной среде в интенсивной накопительной культуре. В первом эксперименте источником
азота служили нитрат и нитрит натрия, мочевина, азот в аммонийной форме. Отношение азота
к фосфору (N : P) составляло 15 : 1. Во втором эксперименте источником азота служили аргинин,
аспарагин и цистеин. Показана возможность использования диатомеей C. closterium для своего ро-
ста различных органических источников азота: мочевины, цистеина, аспарагина. Определены про-
дукционные характеристики в интенсивной накопительной культуре C. сlosterium при применении
мочевины, цистеина и аспарагина в качестве единственного источника азота в питательной среде
RS. Показано, что при добавлении мочевины продуктивность достигала своих максимальных вели-
чин — 1,5 гсух·л-1·сут-1. Использование цистеина в стационарной фазе роста также целесообразно
для увеличения времени этой фазы при минимальных концентрациях источника азота в питатель-
ной среде. Установлено, что C. сlosterium способна расти и вегетировать при достаточно высоких
концентрациях нитрита; добавление азота в аммонийной форме в питательную среду во время ак-
тивного роста водоросли приводит к ингибированию всех процессов метаболизма и к гибели куль-
туры. При выращивании диатомеи для получения максимального выхода биомассы целесообразно
применять мочевину в качестве дополнительного источника азота: именно при её добавлении за-
фиксированы максимальная продуктивность микроводоросли и продолжительная стационарная
фаза роста, способствующая дальнейшему синтезу фукоксантина в культуре.
Ключевые слова: диатомовая морская водоросль Cylindrotheca closterium, продуктивность,
аминокислоты, мочевина, азот, нитраты, нитриты, аммоний

Диатомовые водоросли — древнейшие организмы, возникшие в результате вторичного эндо-
симбиоза; они обладают гибким метаболизмом, что позволяет им выживать в неблагоприятных
условиях среды обитания [18]. Диатомеи могут приспосабливаться к таким условиям благодаря
особенностям своего биосинтеза и накоплению в клетках физиологически активных соединений:
полиненасыщенных жирных кислот, каротиноидов, металлорганических соединений и т. п. [21, 26].
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Именно способность к биосинтезу данных соединений явилась причиной повышенного интереса
современной биотехнологии к диатомеям, в особенности к морским видам. Среди многих диатомо-
вых — продуцентов ценных веществ — следует выделить бенто-планктонную морскую водоросль
Cylindrotheca closterium (Ehrenb.) Reimann et Lewin. Она характеризуется высокой продуктивностью
(до 1,5 гсух·л-1·сут-1), и способностью накапливать ценный каротиноид морского происхождения фу-
коксантин (до 2% от сухой массы), полиненасыщенные жирные кислоты [26], йод [14], а также
железо и другие металлы в органической форме [7].
При разработке биотехнологий на основе микроводорослей ключевым вопросом является со-

здание питательных сред со значительными, но оптимальными для данной культуры концентра-
циями биогенных элементов. Для интенсивного культивирования C. closterium разработаны пита-
тельные среды [4], применение которых обеспечивает высокую продуктивность плотных культур
как в лабораторных, так и в промышленных фотобиореакторах. Плотные культуры при определён-
ных условиях могут не достигать своей максимальной продуктивности [1]. Для высокой степени на-
копления ценных веществ в биомассе важны не только концентрации биогенных элементов, но и их
соотношение. Так, максимальное накопление фукоксантина возможно лишь при отношении азота
к фосфору 15 : 1 [3].
Кроме концентраций и соотношений биогенных элементов в питательной среде, существен-

ным параметром является степень эффективности усвоения биогенных элементов. Известно, на-
пример, что клетки микроводорослей поглощают азот как в нитратной, нитритной и аммонийной,
так и в органической форме [16]. Углерод и азот — важнейшие компоненты в питательной сре-
де, существенно влияющие на продукционные характеристики микроводорослей. Особый интерес
представляют органические источники азота — аминокислоты, а также мочевина и её производные.
Субстраты органического азота могут служить также источниками углерода, обеспечивая потребно-
сти в нём диатомовых водорослей. Наличие органических источников азота даёт возможность водо-
рослям потреблять уже готовые углеводородные скелеты для биосинтеза, увеличивая свою скорость
роста [15, 22].
Цель работы — сравнить продукционные характеристики диатомовой водоросли

Cylindrotheca closterium при использовании разных форм азота в питательной среде в интенсивной
накопительной культуре.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В работе использовали диатомею Cylindrotheca closterium из коллекции культур микроводорос-

лей отдела экологической физиологии водорослей Института морских биологических исследований
имени А.О. Ковалевского РАН (ФГБУН ИМБИ, г. Севастополь). C. сlosterium адаптировали к усло-
виям интенсивного культивирования, используя питательную среду RS [4], при круглосуточном
освещении 13 клк и при постоянной температуре (20 ± 1) °C. После адаптации культуру применя-
ли как инокулят для дальнейших исследований. Во всех экспериментах C. сlosterium выращивали
в режиме накопительного культивирования [3, 4]; использовали питательную среду RS с различны-
ми источниками азота с расчётом всех биогенных элементов на максимальную плотность культуры
3 г·л-1. Концентрации биогенных элементов среды RS [4] приведены с расчётом на 1 г сухой массы.
Культура была не лимитирована по свету.
В первом эксперименте в качестве источника азота использовали нитрат и нитрит натрия, моче-

вину и азот в аммонийной форме. Количество нитратов, нитритов, аммония и мочевины в питатель-
ной среде рассчитывали, исходя из содержания азота в ней; отношение азота к фосфору составляло
15 : 1. Экспериментально исследовали влияние азота в аммонийной форме на C. сlosterium, добавляя
сульфат аммония, нитрат аммония или карбонат аммония в питательную среду во время активного
роста культуры.
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Во втором эксперименте в качестве источника азота использовали аминокислоты — аргинин,
аспарагин и цистеин. Количество аспарагина и цистеина в питательной среде также рассчитывали,
исходя из содержания азота в ней. При добавлении цистеина в питательную среду отношение азо-
та к фосфору составляло 6 : 1. Аргинин и аспарагин добавляли в среду в пересчёте на отношение
азота к фосфору 15 : 1.
Плотность культуры определяли двумя методами: 1) методом йодатной окисляемости биомас-

сы [2]; 2) прямым взвешиванием сырой биомассы C. сlosterium в полипропиленовых пробирках
на аналитических весах CAUY-120 с погрешностью 1мг после осаждения клеток центрифугирова-
нием (1600 g в течение 2минут). При определении доверительного интервала использовали среднее
квадратическое отклонение значений аликвот биомассы культуры объёмом 10мл.
Для пересчёта полученных данных на сухую массу применяли полученный нами ранее

экспериментальный коэффициент связи между сухой и сырой массой (k = 0,1) [3, 4].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Установлено, что продуктивность плотных культур микроводорослей при использовании раз-

ных источников азота отличается, несмотря на наличие у диатомей в плазмалемме переносчиков
практически всех форм азота [6, 12] и на способность клеток поглощать азот из околоклеточной
среды. Это можно объяснить специфической особенностью переносчиков азота у диатомовых водо-
рослей, разным временем оборота ферментов, различной концентрацией ферментов-переносчиков
в биомассе, а также неодинаковыми скоростями процессов и длительностью метаболических путей
азота в клетке.
С использованием литературных данных нами разработана схема метаболических путей азота в

клетках диатомовых водорослей (рис. 1). У диатомей восстановление азота происходит в несколько
этапов [6, 12]:

NO3- → NO2- → NH4+ → аминокислоты → белки

Диатомовые водоросли способны ассимилировать как окисленный, так и восстановленный азот [8].
Его различные формы проникают в клетку диатомей благодаря специфическим ферментам-
переносчикам [20]. Диатомовые способны ассимилировать нитраты, нитриты, аммоний, мочевину
и аминокислоты [16, 17].

Нитратная форма азота. Исследование динамики плотности накопительной культуры
C. сlosterium при использовании в качестве источника азота нитрата натрия показало, что плотность
культуры достигла расчётного максимального значения (количество биогенных элементов в пита-
тельной среде вычисляли на 3 г сухой массы) и составила 3,2 гсух·л-1 (рис. 2). Наибольшая продуктив-
ность (максимальный прирост биомассы за одни сутки, измеряемый в граммах сухой массы водо-
росли на литр среды) зафиксирована на четвёртые сутки культивирования— 1,45 гсух·л-1·сут-1. В на-
шем случае у кривой роста присутствует длительная стационарная фаза. Это можно объяснить тем,
что нитрат натрия поглощается клеткой водоросли за счёт специальных транспортных белков NRT2
и NPFs, выполняющих активный перенос нитрат-ионов и протонов (H+) и регулирующих градиент
pH [24, 25]. Когда эти белки-транспортёры ингибированы аммонийной формой азота или находятся
в неактивном состоянии, длительная стационарная фаза не наблюдается.
Из рис. 1 следует, что нитратная форма азота транспортируется через мембрану, а затем

за счёт работы цитозольной NADH-зависимой нитратредуктазы (далее — NR) восстанавливается
до нитрит-иона:

2H+ + NO3- + 2e- → NO2- + H2O
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Рис. 1. Поглощение и пути метаболизма различных форм азота в клетках диатомовых водорослей
(оригинальная схема с использованием литературных источников [5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 16, 17, 19, 20,
22, 23, 25])
Fig. 1. Absorption and metabolic pathways of various forms of nitrogen in diatom cells (original scheme
using sources [5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 16, 17, 19, 20, 22, 23, 25])

Нитрит-ион далее переносится в хлоропласт и восстанавливается до аммония с помощью
ферредоксин-зависимой нитритредуктазы (далее — Fd-NIR) [9]. Белки NRT2, обладающие вы-
соким уровнем сродства с нитратной формой азота, имеют 12 трансмембранных сегментов
и функционируют как котранспортёры нитрат-ионов и протонов, проявляющие свою активность
при достаточно низких концентрациях нитратного азота. У пеннатной диатомовой водоросли
P. tricornutum идентифицировано шесть белков-транспортёров NRT2, тогда как у центрической диа-
томеиT. pseudonana—три белка семействаNRT2 [23, 24, 25]. БелкиNPF—семейство низкоаффин-
ных переносчиков нитрат-ионов, которые, в отличие от своих животных и бактериальных аналогов,
транспортируют широкий спектр субстратов в растениях: NO3-, ди- и трипептиды, аминокислоты,
дикарбоксилаты, глюкозинолаты, ауксин и абсцизиновую кислоту [24]. Важно отметить, что актив-
ность транспортёров NRT2 и NPFs ингибируется (блокируется) ионами NH4+. При концентрации
аммония выше 1мкм поглощение нитрат-ионов прекращается [25].

Нитритная форма азота. Анализ результатов по динамике плотности накопительной
культуры C. сlosterium при использовании в качестве источника азота нитрита натрия показал,
что максимальная плотность культуры достигла расчётных величин, составив 2,8 г·л-1 сухой
биомассы (рис. 2). Наибольшая продуктивность отмечена на четвёртые сутки культивирования
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Рис. 2. Динамика плотности накопительной культуры диатомовой водоросли C. сlosterium при выращи-
вании на среде RS при использовании нитрата натрия (1) и нитрита натрия (2) в качестве источников
азота
Fig. 2. Density dynamics of C. closterium storage culture on RS nutrient medium using sodium nitrate (1)
and sodium nitrite (2) as sources of nitrogen

(1 гсух·л-1·сут-1). Скорость роста водорослей при использовании нитритов в питательной среде ниже,
чем при использовании нитратов. Следовательно, восстановление нитратного азота до нитритного
не является узким местом метаболизма клеток в целом.
Известно, что присутствие нитрит-ионов в питательной среде губительно для многих фото-

трофов, однако, по нашим данным, даже высокие концентрации нитрита натрия в среде (более
2 г·л-1) не угнетают рост клеток C. сlosterium. Это объясняется наличием специфического фермен-
та — нитритредуктазы. Fd-NIR представляет собой белок, который содержит гем серы и кластер
железа (4Fe–4S), катализирующий шестиэлектронное восстановление NO2 до NH4+ [19]. У диатомо-
вых водорослей физиологический донор электронов — ферредоксин — восстанавливается за счёт
светозависимого переноса электронов в хлоропластах [27]. Снижение фотосинтетического элек-
тронного потока к ферредоксину в клетках из-за лимитирования железа в питательной среде может
ограничить ассимиляцию NO3- [19]. Fd-NIR восстанавливает нитрит до аммиака, который затем
может служить субстратом для глутаминсинтетазного/глутаматсинтетазного цикла (GS /GOGAT
цикла) или для цикла мочевины [25]:

8H+ + NO2- + 6e- → NH4+ + 2H2O

Таким образом, за счёт работыферментовNRиFd-NIR происходит восстановление неорганических
форм азота до NH4+.
На основании вышесказанного можно предположить, что продуктивность культуры диатомовых

при добавлении нитритного азота в питательную среду будет выше, чем при добавлении нитратного,
так как для восстановления азота до аммиака требуется меньше стадий и энергии. Однако, по нашим
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данным, максимальная скорость роста культуры в заданных условиях ниже. Важно отметить, что ам-
монийная форма азота ингибирует ферментную активность Fd-NIR, а также подавляет синтез это-
го фермента на уровне экспрессии генов [9]. Для кривых роста, полученных при использовании
в питательной среде нитритов и нитратов в качестве единственных источников азота, характерна
длительная стационарная фаза роста (рис. 2).

Аммонийная форма азота. Для многих растительных организмов предпочтительным являет-
ся азот в аммонийной форме. В отношении диатомовых наблюдается обратная картина: даже малые
концентрации аммония в среде ингибируют рост культуры и приводят к гибели клеток. Экспери-
ментально показано, что добавление аммония в количестве более 20мкг·л-1 в питательную среду
во время активного роста C. сlosterium ведёт к ингибированию всех процессов метаболизма и к гибе-
ли культуры (рис. 3). Аналогичные результаты получены в работе [20]. Аммоний вызывает гибель
клеток C. сlosterium даже при наличии в питательной среде других форм азота.
Азот в аммонийной форме — важный ион, вовлечённый во многие внутриклеточные процес-

сы (рис. 1). Аммоний, включаясь в глутаминсинтетазный/глутаматсинтетазный путь (GS /GOGAT
путь), ассимилируется в аминокислоты [11]. Аммоний включается в цикл мочевины, в результате
чего она синтезируется эндогенно [5, 6]. Он играет существенную роль во многих биохимических ре-
акциях, протекающих в хлоропластах и митохондриях. Аммонийная форма азота — общий проме-
жуточный продукт для неорганического восстановления азота, а глутамин и глутамат — первичные
продукты ассимиляции азота. Эти распространённые промежуточные соединения имеют большое
значение для регулирования поглощения и ассимиляции азота посредством обратной связи от пулов
продуктов и соотношения глутамин : глутамат [24].

Рис. 3. Динамика плотности культуры C. сlosterium при использовании различных источников азо-
та: 1 — нитрат натрия (сплошной тонкой линией обозначен момент добавления нитрата аммония);
2 — мочевина (сплошной тонкой линией показан момент добавления сульфата аммония)
Fig. 3. The density dynamics of C. closterium using various nitrogen sources: 1 – sodium nitrate (the solid line
indicates the moment of addition of ammonium nitrate); 2 – urea (the solid line indicates the time of addition
of ammonium sulfate)
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Аммоний проникает в клетку диатомовых благодаря транспортёрам подсемейства AMT1 — ка-
налоподобным белкам. Они действуют как унипортёры NH4+ или как котранспортёры NH3 / H+ [24,
29]. Транспортёры подсемейства AMT1 обладают высокой аффинностью (степень сродства с аммо-
нийной формой азота), но при достижении оптимальных концентраций аммония в цитозоле пре-
кращают перенос и поглощение NH4+ [24]. Эти транспортёры содержат 11 предполагаемых транс-
мембранных доменов и имеют общую эволюционную историю с семейством переносчиков NH4+
зелёных водорослей — Rh-NH4+-транспортёров. У P. tricornutum и C. сlosterium обнаружено восемь
белков — транспортёров AMT1 [24].
Токсичность аммония для C. сlosterium можно объяснить тем, что аммонийная форма азота по-

давляет активность NR, ингибирует работу транспортёров нитрат- и нитрит-ионов из околоклеточ-
ной среды в клетку. Если концентрация аммония превышает 20мкг·л-1, у диатомовых водорослей
наблюдается низкая активность NR или её отсутствие из-за подавления синтеза NR на уровне экс-
прессии гена [10]. При малых концентрациях аммония в среде (менее 20мкг·л-1) диатомеи растут
и вегетируют, но при такой обеспеченности клеток азотом получить плотную интенсивную куль-
туру практически невозможно. Кроме того, аммоний негативно влияет на каталитический центр
кислород-выделяющего комплекса фотосистемы II [20].

Мочевина. Анализ кривой роста, полученной при культивировании C. сlosterium с использо-
ванием мочевины в качестве единственного источника азота, показал, что максимальная плотность
культуры достигла своих расчётных величин, составив 3,2 г·л-1 сухой биомассы (рис. 4). Наибольшая
продуктивность зафиксирована на третьи сутки культивирования — 1,5 г·л-1·сут-1. Продуктивность
культуры измеряли двумя методами — прямого взвешивания и йодатной окисляемости [2].

Рис. 4. Динамика плотности накопительной культуры диатомовой водоросли C. сlosterium
на питательной среде RS при использовании мочевины в качестве источника азота
Fig. 4. The density dynamics of C. closterium in storage culture on RS nutrient medium when urea is used
as a source of nitrogen
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Доля азота в молекуле мочевины максимальна среди долей в молекулах источников азота и со-
ставляет 46,6%. Одна молекула содержит два атома азота. Мочевина выступает источником не толь-
ко азота, но и углерода; она включается во все основные циклы метаболизма диатомовых водо-
рослей [28]. Вот почему при использовании мочевины в качестве единственного источника азо-
та максимальная продуктивность культуры достигала 1,5 г·л-1·сут-1, при этом расход мочевины
при получении 1 г сухой массы был вдвое меньше, чем расход нитрата натрия.
Диатомовая водоросль C. сlosterium способна поглощать и накапливать мочевину и при этом рас-

ти и вегетировать с высокими удельными скоростями, так как её клетки имеют два высокоаффин-
ных транспортёра молекул мочевины—симпортёр JGI_Pt_20424, локализованный во внешней мем-
бране, и симпортёр JGI_39772, расположенный в мембране митохондрий [6]. Транспортёр мочеви-
ны с высоким сродством JGI_Pt_20424 содержит 15 трансмембранных доменов и филогенетически
гомологичен транспортёру мочевины растений DUR3. Транспортёр мочевины JGI_39772 перено-
сит её молекулы в митохондрии, где мочевина может служить субстратом для уреазы. Этот транс-
портёр обеспечивает работу цикла мочевины [6]. Образовавшаяся мочевина регулирует другие
механизмы клеточного метаболизма, например катаболизм аминокислот, и служит осмолитом для
клетки. Цикл мочевины соединён с циклами GS /GOGAT и трикарбоновых кислот за счёт аспартат-
аргинино-сукцинатного шунта [23]. Можно сделать вывод, что ассимиляция мочевины не является
лимитирующим звеном метаболизма C. сlosterium.

Аминокислоты как источник азота. Известно, что диатомовые водоросли способны погло-
щать и накапливать аминокислоты [13], однако потребление отдельных аминокислот видоспеци-
фично. Глицин и гистидин преобладают у водорослей в стационарной фазе роста. Аланин и пролин
превалируют при воздействии неблагоприятных факторов среды, когда в клетке происходят окисли-
тельные процессы [13]. Установлено, что клетки C. сlosterium не могут использовать аланин в каче-
стве единственного источника азота. При выращиванииC. сlosterium на питательной среде, где источ-
ником азота был аланин, клетки культуры погибали на второй-третий день. Известно, что аланин
синтезируется у C. сlosterium в достаточном количестве для нормального метаболизма, но из око-
локлеточной среды не поглощается [12]. В отличие от аланина, цистеин и аспарагин используются
как субстрат для роста (рис. 5).
Аспарагин в диатомовых водорослях синтезируется из аспартата двумя способами: он исполь-

зует в качестве донора аминогруппы либо глютамин, либо аммоний [12]. Ниже приведены данные
по выращиванию C. сlosterium на питательной среде RS (N : P = 6 : 1) при применении в качестве
источников азота двух аминокислот — цистеина и аспарагина (рис. 5). Биогенные элементы в пи-
тательных средах были рассчитаны на максимальную плотность культуры 3 г·л-1 сухой массы. Мак-
симальная плотность культуры при использовании цистеина и аспарагина достигла расчётных ве-
личин и составила 3,1 г·л-1 сухой массы. Наибольшая продуктивность при добавлении цистеина
и аспарагина — 0,9 и 1,3 г·л-1 сухой массы в сутки соответственно.
При использовании цистеина в качестве единственного источника азота в питательной среде

RS при отношении азота к фосфору 6 : 1 наблюдали продолжительную стационарную фазу, способ-
ствующую синтезу фукоксантина. При применении аспарагина стационарная фаза отсутствует. По-
видимому, цистеин — углеводородный блок, который может непосредственно включаться в мета-
болизм, а также накапливаться в клетке как дополнительный источник азота [12]. Продуктивность
C. сlosterium достигла своих максимальных значений (1,5 гсух·л-1·сут-1) при использовании мочевины,
нитрата натрия и аспарагина (табл. 1).
Таким образом, при выращивании диатомовой водоросли C. сlosterium с целью обеспечения

максимального выхода биомассы целесообразно использовать мочевину в качестве дополнитель-
ного источника азота, так как её расход при получении единицы биомассы в два раза меньше,
чем расход других источников азота, и при этом продуктивность культуры достигает высоких
значений — 1,5 гсух·л-1·сут-1.
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Рис. 5. Динамика плотности накопительной культуры диатомовой водоросли C. сlosterium на питатель-
ной среде RS (N : P = 6 : 1) при использовании различных аминокислот в качестве источников азота:
1 — цистеин, 2 — аспарагин
Fig. 5. The density dynamics of C. closterium in storage mode of cultivation on RS nutrient medium
(N : P = 6 : 1) using different amino acids as sources of nitrogen: 1 – cysteine, 2 – asparagine

Таблица 1. Максимальная продуктивность диатомовой водоросли C. сlosterium при культивировании
на различных источниках азота
Table 1. Peak productivity of diatom C. сlosterium on various sources of nitrogen

Источники азота Мочевина Нитраты Нитриты Цистеин Аспарагин
Максимальная

1,5 ± 0,06 1,5 ± 0,05 1 ± 0,06 1 ± 0,07 1,4 ± 0,07продуктивность,
гсух·л-1·сут-1

Заключение. Диатомовая водоросль C. сlosterium для своего роста и развития может исполь-
зовать как неорганические, так и органические источники азота. Продуктивность микроводорос-
ли достигает максимальных значений (1,5 гсух·л-1·сут-1) при добавлении мочевины, нитрата натрия
и аспарагина. Установлено, что C. сlosterium способна расти и вегетировать при достаточно вы-
соких концентрациях нитрита, а добавление азота в аммонийной форме в питательную среду
во время активного роста микроводоросли приводит к ингибированию всех процессов метаболизма
и к гибели культуры.

Работа выполнена в рамках государственного задания ФГБУНИМБИ по теме «Исследование механизмов
управления продукционными процессами в биотехнологических комплексах с целью разработки научных основ
получения биологически активных веществ и технических продуктов морского генезиса» (№ гос. регистрации
АААА-А18-118021350003-6) и при частичной финансовой поддержке гранта РФФИ №18-34-00672.
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PRODUCTION CHARACTERISTICS
OF THE DIATOM CYLINDROTHECA CLOSTERIUM (EHRENB.) REIMANN ET LEWIN

GROWN IN AN INTENSIVE CULTURE
AT VARIOUS NITROGEN SOURCES IN THE MEDIUM

S.N. Zheleznova

Kovalevsky Institute of Marine Biological Research RAS, Sevastopol, Russian Federation
E-mail: zheleznovasveta@yandex.ru

The diatom Cylindrotheca closterium (Ehrenberg) Reimann et Levin is characterized by high productivity
(up to 1.5 g·l-1·day-1) and the ability to accumulate a valuable carotenoid fucoxanthin (up to 2% of dry
weight). In the development of biotechnology based on microalgae, the key issue is the creation of con-
centrated nutrient medium. Nitrogen is one of the most important components in the nutrient medium
that significantly affects the production characteristics of all microalgae. The aim of this study is to com-
pare the production characteristics of C. closterium in an intensive storage culture using different forms
of nitrogen in themedium. In the first experiment, nitrate and sodium nitrite, urea, and nitrogen in the form
of ammonium were used as a source of nitrogen. The amount of nitrates, nitrites, ammonium, and urea
in the medium was calculated from the nitrogen content of the RS nutrient medium, with a nitrogen
to phosphorus ratio of 15 : 1. In the second experiment, amino acids were used as a nitrogen source – argi-
nine, asparagine, cysteine. The possibility of using the microalgae C. closterium for the growth of various
organic sources of nitrogen (urea, cysteine, asparagine) was shown. Productive characteristics in the in-
tensive storage culture of C. closterium using urea, cysteine, and asparagine as the sole source of nitrogen
in the RS nutrient medium were determined. It is shown that when urea was used, the productivity reached
its maximum values and amounted to 1.5 g·l-1·day-1. Thus, the expediency of using urea in the medium
for obtaining the maximum yield of biomass was shown. The use of cysteine in the stationary phase
of growth to achieve a long stationary phase with minimal concentrations of the nitrogen source in the nu-
trient medium is also advisable. It was found that C. closteriumwas able to grow and vegetate at sufficiently
high concentrations of nitrite, and the addition of nitrogen in ammonium form to the nutrient medium
during the active growth of C. closterium led to inhibition of all metabolic processes and to the death
of the culture.
Keywords: diatom Cylindrotheca closterium, productivity, amino acids, urea, nitrogen, nitrates, nitrites,
ammonium
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