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Недостаток углерода может являться основным лимитирующим фактором при выращивании мик-
роводорослей, поэтому подбор оптимального способа подачи углерода в культуральную среду для
конкретной культуры и фотобиореактора является определяющим для их интенсивного культивиро-
вания. Культуру микроводоросли Dunaliella salina выращивали в лабораторных фотобиореакторах
плоскопараллельного типа при круглосуточном искусственном освещении 15 кЛк. Подачу воздуха
осуществляли аквариумным компрессором со скоростью 0.8 л·л-1·мин-1 культуры в минуту. В пер-
вом варианте барботаж осуществляли через стеклянную трубку, во втором — через специальный
распылитель воздуха. Экспериментально показана возможность интенсивного выращивания культу-
ры D. salina на распыляемом атмосферном воздухе с максимальной продуктивностью 0.34 г сухой
биомассы с 1 л в сутки. Проведена сравнительная оценка затрат для выращивания культуры зелёной
микроводорослиD. salina на распыляемом атмосферном воздухе и с дополнительным введением СО2
в газовоздушную смесь.
Ключевые слова: D. salina, интенсивная культура, максимальная продуктивность, углекислый газ,
воздух

Исследования по подбору и оптимизации режимов получения плотных высокопродуктивных куль-
тур особенно актуальны для биотехнологически ценных видов микроводорослей. Так, зелёная гало-
фильная микроводоросль Dunaliella salina Teod., известная своей уникальной способностью накапли-
вать в клетках более 10 % β-каротина, культивируется в промышленных масштабах в ряде стран с
50-х годов прошлого века. Кроме того, данная микроводоросль — классический модельный объект,
культура которой способна расти с высокой скоростью и выдерживать широкий спектр воздействия
экстремальных факторов. Общеизвестно, что выращивание дуналиеллы для получения биомассы, обо-
гащённой β-каротином, осуществляется в две стадии: на первой происходит активный рост культуры
и накопление биомассы, а на второй происходит накопление β-каротина в клетках микроводоросли,
но отсутствует рост культуры [6, 11]. Однако первоначальный этап — наращивание биомассы за ми-
нимальный временной период — основа для производства любых ценных веществ. Осуществляется
это обычно в накопительном режиме, который является основой самого простого из разработанных
на сегодняшний день методов культивирования [11]. Для обеспечения на этом этапе активного роста
культуры и деления клетокD. salina, как и любых других фототрофов, необходим достаточный уровень
элементов минерального питания в среде— биогенных элементов. Высокая скорость роста микроводо-
рослей при интенсивном выращивании в значительной степени зависит от содержания достаточного
количества углерода в доступной форме в питательной среде, а его недостаток может являться ос-
новным лимитирующим фактором, сдерживающим рост водорослей [2, 8, 13, 15]. При автотрофном
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выращивании снабжение водорослей углеродом обычно осуществляется с помощью газовоздушной
смеси (воздух + СО2). Различные режимы подачи углекислоты в жидкую фазу направлены на поддер-
жание оптимальной концентрации углерода в доступной форме в питательной среде. С другой стороны,
известно, что углекислый газ в определённых количествах содержится в атмосферном воздухе. Пред-
ставляется актуальным с помощью ряда технических приёмов интенсифицировать процесс его раство-
рения в культуральной среде в форме, оптимальной для потребления клетками микроводорослей. На
сегодняшний день существует ряд исследований на данную тему с неоднозначными результатами в
практическом плане [5, 15].

Таким образом, создание условий для интенсификации растворения углекислого газа воздуха в
культуральной среде при выращивании микроводоросли D. salina и использование его как дешёвого
источника углерода является одним из ведущих факторов по снижению себестоимости получаемой
биомассы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Экспериментальные исследования проводились с культурой зелёной микроводоросли Dunaliella
salina Teod. (штамм IMBR-2) из коллекции культур ФГБУН ИМБИ. Температуру поддерживали на
уровне 28 °С, рН среды — 8–9 ед. Культуру микроводоросли выращивали на питательной среде по
Тренкеншу [9] в лабораторных фотобиореакторах плоскопараллельного типа толщиной 5 см при круг-
лосуточном искусственном освещении, средняя освещённость на поверхности фотобиореакторов была
одинаковой и составляла 15 кЛк. Освещённость поверхности фотобиореактора определяли люксмет-
ром Ю-116. Барботаж культур осуществляли аквариумным компрессором, скорость подачи воздуха
была одинаковой для обоих фотобиореакторов и составляла 0.8 л·л-1·мин-1. В первом варианте барбо-
таж осуществляли через стеклянную трубку с внутренним диаметром 4 мм с дополнительным введе-
нием 3 % СО2 от объёма подаваемого воздуха, во втором — через аквариумный распылитель воздуха,
представляющий собой пластиковую трубку длиной 5 см и диаметром 5 мм, у которой диаметр пор
не превышает 0.1 мм. Перед отбором проб для определения рН, оптической плотности культуры мик-
роводоросли объём суспензии в фотобиореакторе доводили дистиллированной водой до начального,
компенсируя испарение. Оптическую плотность рассчитывали по формуле:

D  =  − lg(T ), (1)

где Т — величина пропускания, определяемая на фотометре КФК-3 при длине волны 750 нм, погреш-
ность измерения величины пропускания не превышала 1 %.

При определении сухого веса культуры микроводоросли величину оптической плотности умножа-
ли на эмпирический коэффициент k = 0.78 г·л-1·ед. опт. пл.-1 [2]. Рассчитывали средние арифметиче-
ские (X̄), стандартные отклонения (S), основные ошибки средних, доверительные интервалы для сред-
них (±ΔX̄). Все расчёты проводили для уровня значимости α = 0.05. В таблицах и на графиках пред-
ставлены средние значения; значения ошибок не превышали 5–7 %.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выращивание микроводорослей предполагает значительные затраты как на техническое оснаще-
ние, так и на химические реактивы, в том числе закупку углекислого газа, что в конечном итоге при-
водит к удорожанию получаемой биомассы. Выходом из такой ситуации может быть использование
углекислого газа, содержащегося в воздухе. Предварительно была проведена оценка предельной про-
дуктивности культуры морских микроводорослей при использовании в качестве источника углерода
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Рис. 1. Накопительные кривые роста D. salina при различных способах подачи воздуха в фо-
тобиореактор; ○ — барботаж через аквариумный распылитель воздуха, ● — барботаж через
стеклянную трубку с добавлением СО2. Линия— аппроксимация линейной фазы роста уравне-
нием (2). Значения коэффициентов в тексте
Fig. 1. Cumulative growth curves for D. salina under different ways of air injection into
photobioreactor; ○— sparging via aquarium air sprayer, ●— sparging via capillary with addition of
CO2. Linear phase growth approximation line with equation (2). Coefficients values in text

СО2 воздуха [2]. При этом считали, что: объёмная концентрация углекислого газа в атмосферном воз-
духе составляет 0.03 % [7]; условия для растворения СО2 идеальны (углекислый газ полностью пере-
ходит в культуральную жидкость); скорость подачи воздуха — 1 л·л-1·мин-1; содержание углерода в
биомассе микроводорослей составляет 50 % [10].

Предельное значение продуктивности с 1 л культуры микроводоросли в сутки составило 0.463 г
сухой биомассы.

Для верификации полученных значений продуктивности были проведены экспериментальные ис-
следования по выращиванию культуры микроводорослиD. salina на распыляемом атмосферном возду-
хе. В качестве контрольного варианта был выбран режим выращивания при дополнительном внесении
СО2 в газовоздушную смесь (рис. 1), когда заранее можно быть уверенным в максимальных значениях
продуктивности культуры водорослей.

С учётом заданной скорости подачи воздуха (0.8 л·л-1·мин-1), максимально возможная скорость
роста культурыD. salina при выращивании на атмосферном воздухе могла составить 0.37 г СВ·л-1·сут-1.
Аппроксимация линейной фазы роста уравнением:

B = Bl + Pm·t, (2)

где B — плотность культуры, Bl — плотность культуры в момент начала линейной фазы роста, Pm —
максимальная продуктивность, t — время, позволила определить величины максимальной продуктив-
ности культуры D. salina для двух вариантов эксперимента (табл. 1).
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Таблица 1. Продуктивность культурыD. salina при различных способах подачи воз-
духа в среду
Table 1. D. salina culture productivity under different ways of air injection into culture
medium

Продуктивность
Способ подачи воздуха Предельная

(1.0 л·л-1·мин-1) [5],
г СВ·л-1·сут-1

Предельная (0.8),
г СВ·л-1·сут-1

Максимальная (0.8),
г СВ·л-1·сут-1

Средняя, (0.8),
г СВ·л-1·сут-1

Распыление воздуха 0.46 0.37 0.34 0.19±0.01

Подача через трубку
(воздух +3 % СО2)

– – 0.38 0.28±0.02

На сегодняшний день в лабораторных условиях отработаны режимы интенсивного культивирова-
ния D. salina, способные обеспечить высокую продуктивность культуры для наращивания существен-
ных количеств её биомассы [12, 14]. Однако результаты проведённых ранее экспериментов показа-
ли, что скорость роста данной культуры резко снижается при уменьшении концентрации СО2 в га-
зовоздушной смеси (от 3 до 1 % v/v), поэтому выращивание данной культуры при барботировании
воздухом для решения биотехнологических задач нецелесообразно. Теоретическая возможность до-
стижения продуктивности культуры микроводоросли 0.46 г с 1 л в сутки при выращивании на рас-
пыляемом воздухе показана предварительными расчётами. Априори получаемые экспериментально
значения продуктивности должны быть ниже в силу различных потерь. Первоначальные условия экс-
перимента были заданы таким образом, чтобы рост культуры ограничивался только уровнем углерод-
ного обеспечения. Известно, что в растворы углекислый газ переходит в формах Н2СО3, НСО3

-, СО3
2-,

причём бикарбонат-ионы, наиболее предпочтительные при выращивании микроводорослей, преобла-
дают в питательной среде при рН 8.0–8.3 [4]. Также известно, что на растворимость углекислого газа
в водной фазе одновременно оказывают влияние различные факторы, важнейшие из которых — рН,
температура и солёность. Кроме того, растворимость газов повышается с увеличением удельной пло-
щади соприкосновения жидкой и газообразной фаз. Для интенсификации процесса растворения СО2
в водной среде в форме, оптимальной для использования клетками микроводорослей, при проведении
эксперимента создали благоприятные условия – использовали распылитель воздуха и поддерживали
подходящую рН культуральной среды.

Максимальная продуктивность культурыD. salina как в случае её выращивания на распыляемом ат-
мосферном воздухе, так и в случае дополнительного введения СО2 в газовоздушную смесь значительно
не отличалась. Что касается средней скорости роста микроводоросли при накопительном культивиро-
вании, то при выращивании на распылении атмосферного воздуха она была в 1.5 раза ниже, чем при
выращивании на газовоздушной смеси с СО2 (табл. 1). Тем не менее полученные в данном экспери-
менте значения средней продуктивности при выращивании на распыляемом воздухе сопоставимы с
таковыми культуры D. salina, выращиваемой с добавлением 1 % СО2 в газовоздушную смесь [2]. Та-
ким образом, выращивание микроводоросли в накопительном режиме на распыляемом атмосферном
воздухе за счёт пролонгированной адаптационной стадии лишено смысла. Можно предположить, что
в непрерывном режиме выращивания, когда физико-химические условия не меняются, появится воз-
можность реализовать предлагаемый способ насыщения культуральной среды углекислым газом.

Дополнительное введение СО2 в газовоздушную смесь значительно увеличивает продукцию культу-
ры D. salina, однако повышает стоимость единицы произведённой биомассы. Чтобы определить затра-
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ты на углекислый газ, необходимый для выращивания 1 грамма биомассы микроводорослей, провели
расчёты, аналогичные предыдущим. При этом также считали, что содержание углерода в биомассе —
примерно 50 % [10], поэтому для синтеза 1 г биомассы необходимо подать 0.5 г чистого углерода, или,
учитывая долю углерода в углекислом газе, 1.83 г СО2. Объём СО2 определили с учётом известной
молярной массы для нормальных условий. Он оказался равным 0.933 л.

То есть для синтеза 1 г сухой биомассы микроводорослей необходимо около 1 л углекислого газа
в доступной форме. Учитывая растворимость СО2 в водной среде при заданных условиях выращи-
вания культуры D. salina (рН = 8–9, температура 25–28 °С, концентрация солей около 150 г·л-1) [3],
максимальную продуктивность культуры для данных условий (табл. 1), а также стоимость сжиженной
углекислоты, для синтеза 1 г сухой биомассы в сутки необходимо использовать 2.6 л углекислого газа,
что предполагает дополнительные затраты в денежном эквиваленте — около 42 рублей.

Таким образом, себестоимость 1 г биомассы при использовании СО2 значительно возрастает, и это
без учёта затрат на установку, техническое оснащение и обслуживание углекислотной системы. Кроме
того, эффективность использования газообразной СО2 при выращивании микроводорослей на концен-
трированных средах снижается, так как его растворимость в жидкой среде при оптимальных условиях
культивирования невысока (около 35 %) [3]. Следовательно, выращивание D. salina на распыляемом
атмосферном воздухе более выгодно, чем использование газовоздушной смеси, обогащённой СО2, так
как, несмотря на снижение продукции, стоимость единицы получаемой биомассы будет ниже. Можно
также предположить, что увеличение площади распылителя повысит продуктивность культуры, что, в
свою очередь, позволит продолжить данное исследование. Возможно, увеличив в 3 раза площадь рас-
пылителя, удастся достичь продуктивности культуры, характерной для использования газовоздушной
смеси, обогащённой СО2.

Заключение. Проведена сравнительная оценка затрат для выращивания культуры зелёной мик-
роводоросли D. salina как с дополнительным введением СО2 в газовоздушную смесь, так и без него,
только за счёт повышения растворимости углекислого газа воздуха при увеличении удельной поверх-
ности соприкосновения фаз воздух — жидкая среда. Показано, что культивирование дуналиеллы в
апробированном режиме имеет преимущество по стоимости единицы получаемой биомассы по срав-
нению с её выращиванием в сопоставимых условиях с использованием углекислого газа.

Показана возможность интенсивного выращивания D. salina без дополнительного введения СО2 в
газовоздушную смесь (только на распыляемом воздухе). Экспериментально показано, что при таком
способе выращивания максимальная продуктивность культуры D. salina составляет 0.34 г СВ с 1 л в
сутки, а средняя за 4 суток выращивания — 0.19 г СВ с 1 л культуры в сутки (при скорости продув-
ки 0.8 л·л-1·мин-1). Дополнительное введение СО2 в газовоздушную смесь при аналогичной скорости
подачи не оказывало значительного влияния на максимальную продуктивность культуры D. salina. По-
лученные данные согласуются с проведёнными предварительными расчётами и оставляют простор для
оптимизации способа культивирования на распыляемом атмосферном воздухе для повышения скоро-
сти роста культуры.

Работа выполнена в рамках госзадания ФГБУН ИМБИ, тема № 1001-2014-0017.
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DUNALIELLA SALINA TEOD. MICROALGAE PRODUCTIVITY,
WHEN GROWN UNDER THE DIFFERENT ADDITION

OF CARBON DIOXIDE IN CULTURE

I. N. Gudvilovych, A.B. Borovkov

Kovalevsky Institute of Marine Biological Research RAS, Sevastopol, Russian Federation
E-mail: gudirina2008@yandex.ru

Lack of carbon can be the main limiting factor in microalgae cultivation, that is why selection of optimum
way for carbon to be injected into the culture environment for a particular species and photobioreactor is
critical for its mass cultivation. D. salina culture was grown in laboratory photobioreactors under day-and-
night lamplight of 15 kLx. Air was supplied with the aquarium compressor at the rate of 0.8 l·l−1·min−1. In
the first test, bubbling was arranged via capillary of 4 mm diameter; in the second test — via aquarium air
sprayer (plastic tube 5 cm length, 5 mm diameter, pore size not more than 0.1 mm). D. salina potential for
the microalgae mass cultivation through increase of specific air-fluid phase surface (without additional CO₂
injection into gas-air mixture) with maximum productivity of 0.34 g of dry biomass from 1 liter per day has
been shown experimentally. Average productivity of the culture when grown in the proposed regime is 1.5
times lower than in standard approved case.
Keywords: D. salina, mass culture, maximum productivity, carbon dioxide, air
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