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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МОЧЕВИНЫ ПРИ ВЫРАЩИВАНИИ ЦИАНОБАКТЕРИИ 

SPIRULINA (ARTHROSPIRA) PLATENSIS  
МЕТОДОМ НЕПРОПОРЦИОНАЛЬНО ПРОТОЧНОЙ КУЛЬТУРЫ 

 
Исследованы ростовые характеристики и химический состав Spirulina (Arthrospira) platensis (со-
держание белка и фотосинтетических пигментов) в зависимости от концентрации различных форм 
азота в питательной среде (мочевины, нитратов и их смесей различного состава) при выращивании 
в открытых культиваторах методом непропорционально проточной культуры.  

 
Планктонная цианобактерия Spirulina (Arthrospira) platensis была введена в ин-

тенсивную культуру еще в конце 40-х годов XX столетия и до настоящего времени оста-
ется одним из ведущих объектов фикобиотехнологии. В питательных средах для спиру-
лины в качестве источника азота, как правило, используют соли азотной кислоты [5, 10, 
22, 24, 26]. В то же время в ряде работ показано, что многие цианобактерии, в том числе 
и Arthrospira spp., способны не менее эффективно, чем нитраты, ассимилировать моче-
вину (или карбамид) [4, 9, 22]. Замена нитратов на карбамид  – ((NH2)2 CO имеет ряд по-
тенциальных преимуществ. Энергетическая стоимость трансформации восстановленно-
го азота мочевины   (N-3) в ион NH4

+, по сравнению с окисленной формой элемента в 
нитратах (N+5), существенно ниже, так как не требует  затрат восстановительных эквива-
лентов. Одновременно с этим, при ферментативном гидролизе (NH2)2CO помимо аммиа-
ка образуется оксид углерода (IV), который может быть утилизирован клетками наряду с 
гидрокарбонатами [10, 24]. Кроме того, использование более концентрированного и 
почти в два раза более дешевого реагента предполагает ощутимое сокращение расходов 
на производство. Однако, при оценке перспектив применения (NH2)2 CO не следует 
упускать из вида возможность негативных последствий, среди которых, прежде всего, 
следует указать на усиление химического гидролиза (NH2)2CO по мере защелачивания 
питательной среды. Преобладание в растворе при рН> 9,25 NH3 над NH4

+ в сочетании с 
более высокой проницаемостью молекулярной формы через клеточные мембраны при-
водит (при концентрациях NH3 выше 2,5 mМ) к нарушению фотосинтеза и гибели кле-
ток многих видов микроводорослей [3, 7, 26]. По мнению [6], для Spirulina spp. эта опас-
ность выражена менее остро из-за высокого внутриклеточного рН, лимитирующего про-
никновение NH3 в клетки. Возможно, именно поэтому спирулина может расти при кон-
центрациях мочевины, достигающих 300 – 2000 мг/л [9, 22]. Известно, что экстраполя-
ция выводов, сделанных на основании лабораторных экспериментов в малых объемах 
накопительных культур микроводорослей, на промышленные системы далеко не всегда 
бывает корректной. В связи с этим в данной работе была предпринята попытка оценить 
возможность использования мочевины в качестве единственного источника азота, а так-
же в сочетании с нитратами при массовом культивировании спирулины по технологии, 
разработанной в ИнБЮМ НАН Украины (ТУ 9284-002-26110950-99).  

Основные задачи нашего исследования заключались в определении влияния 
концентрации карбамида, а также состава его смесей с нитратами на рост S. platensis и 
биологическую ценность получаемой биомассы (содержание белка, хлорофилла а, С-
фикоцианина и общих каротиноидов).  

Материал и методы. Работа выполнена в июне 2001 г. Спирулину выращивали 
в типовой стеклянной теплице при естественном освещении в открытых прямоугольных 
бассейнах (1,91 × 0,68 м). Объем культур составлял 100 л при высоте слоя раствора      
7,7 см. Освещенность на поверхности культур варьировала от 40 до 1200 µЕ⋅м-2⋅с-1. Тем-
пература питательного раствора изменялась в диапазоне 18 – 32˚ С. В контроле пита-
тельной средой служила среда Заррука [25], в которой содержание трилона Б было уве-
личено до 200 мг/л, а содержание нитратного азота (N+5) до 500 мг/л (2,6 г/л NaNO3 и 
0,52 г/л KNO3). В 1 – 6-м вариантах эксперимента нитраты были заменены на (NH2)2 COв 
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концентрациях 10, 30, 60, 100, 300 и 400 мг N-3/л. В 7 – 12-м вариантах источником азота 
служили смеси (NH2)2 CO и нитратов различного состава. Общее содержание азота в 
смесях во всех случаях было таким же, как и в контроле (500 мг N /л), а доля (NH2)2 CO 
составляла 2 % (10 мг N-3/л), 6 % (30 мг N-3/л), 12 % (60 мг N-3/л), 20 % (100 мг N-3/л),    
60 % (300 мг N-3/л) и 80 % (400 мг N-3/л). Способ подготовки и внесения инокулята был 
таким же, как и в [1]. С 1-х по 6-е сутки спирулину выращивали методом квазинепре-
рывной культуры с ежедневным 10 % обменом [1, 2]. Начиная с 7-х суток, перед выпол-
нением обмена часть биомассы, сосредоточенной в поверхностном слое, удаляли с це-
лью поддержания плотности культур на уровне 0,5 – 0,6 г абсолютно сухого вещества 
(АСВ) в литре. Величину биомассы и продуктивность (Р) спирулины определяли мето-
дами описанными ранее [1, 2]. Среднесуточные удельные скорости роста (µ) рассчиты-
вали по уравнению µt = ln x/x0 (где х и х0 – величины биомассы до и после обмена) [25]. 

Массовую долю белка определяли по Лоури [19], содержание пигментов – спек-
трофотометрическими методами [23]. Хлорофилл а (ХЛ) экстрагировали 100 % ацето-
ном, его концентрацию рассчитывали по специфическому коэффициенту экстинкции, 
равному 88,15 г⋅л-1⋅см-1 (при λ= 663 нм) [15]. Каротиноиды (КР) экстрагировали этано-
лом, омыляли (0,1 мл 50 % КОН на 1 мл спиртового экстракта, 30 мин при 600С) и пере-
водили в гексан. Концентрацию КР в гексановой фракции определяли по поглощению в 
области 450 нм при  =2500 [18]. Фикобилипротеины выделяли фосфатным 
буфером (0,1М; рН=7). Содержание С-фикоцианина (ФЦ) рассчитывали по [20].  
 Результаты и обсуждение. Метод непропорционально проточной культуры, 
использованный нами для выращивания спирулины, можно рассматривать как некото-
рый промежуточный вариант между накопительным режимом и турбидостатом. Перио-
дическая замена части обедненной питательной среды на полноценную, в сочетании с 
поддержанием уровня биомассы в определенных границах, замедляют процесс развития 
дефицита биогенов и обеспечивают длительное поддержание культур. Ежедневный 10 % 
обмен не приводит к резкому скачку концентрации солей в растворе и развитию лаг-
периода. Поэтому средние µ (для отдельных суток) рассчитывали по уравнению, приня-
тому для накопительных культур на экспоненциальной фазе роста [25]. 

В качестве физиолого-биохимических индикаторов обеспеченности клеток азо-
том использовали содержание белка, ФЦ, ХЛ и КР. Как было показано ранее, у 
Cyanobacteria при недостатке азота в среде содержание белка и пигментов быстро сни-
жается, причем эти изменения регистрируются раньше, чем уменьшение Р и µ [1, 10, 24]. 
Содержание ФЦ падает быстрее, чем содержание ХЛ, поэтому уменьшение индекса 
ФЦ/ХЛ служит дополнительным симптомом для азотного голодания [8, 11]. Что касает-
ся КР, то их запасы у Cyanobacteria заметно сокращаются только при остром лимите 
элемента [1, 12, 14], а явление вторичного каротиногенеза, присущее в таких случаях не-
которым зеленым микроводорослям [16], для цианобактерий не характерно.  

Полученные результаты показывают, что использование органической формы 
азота в условиях непропорционально проточной культуры не меняет характера ответной 
реакции цианобактерии на дефицит биогена (рис.1 и 2, табл.). При концентрации моче-
вины 10 – 30 мг N-3 /л рост и метаболизм клеток угнетался уже в течение первой недели. 
Причем, если µ начали снижаться только на 5 – 6-е сутки (см. рис.1 а, б), то содержание 
белка и пигментов в это время уже было существенно ниже, чем в контроле (см. табл.).  

В вариантах 60 – 100 мг N-3 /л, судя по продуктивности и химическому составу 
биомассы, обеспеченность клеток азотом была адекватной только на этапе 1 – 6-е сутки. 
В дальнейшем постепенно развивающийся внешний дефицит биогена компенсировался 
за счет использования внутренних резервов (ФЦ и других белков), что позволило куль-
турам удерживать темпы роста, сходные с контролем.  

Высокие концентрации мочевины (300 и 400 мг N-3/л) в первые дни ингибировали 
культуры, но по мере уменьшения концентрации NH3 в среде, темпы роста начали возрас-
тать и на 18 – 20-е сутки превысили уровень контроля (рис. 1 д, е). Обращает на себя вни-
мание тот факт, что при содержании мочевины 100 и особенно 300 – 400 мг N-3/л на 6-е 
сутки, в отличие от вариантов с явно выраженным азотным дефицитом, соотношение 
ФЦ/ХЛ изменилось в пользу фикобилипротеина. 



 Рисунок 1. Динамика среднесуточных удельных скоростей роста Spirulina (Arthrospira) platensis при различных условиях азотного питания. 
Figure 1. Dynamics of daily mean specific growth rates of Spirulina (Arthrospira) platensis under different nitrogen nutrition conditions. 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

 
 

 
,  

-1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Время, сутки

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

  470  N+5/  +30  N-3/
  30  N-3/

  440  N+5/  +60  N-3/
   60  N-3/

  400  N+5/  +100  N-3/

  100  N-3/
  200  N+5/  +300  N-3/

  300  N-3/
  100  N+5/  +400  N-3/

  400  N-3/

a
−  500  N+5/

 490  N+5/  +10  N-3/
  10  N-3/

30 



31                                                  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Вряд ли можно расценивать этот признак как благоприятный, так как в ряде случаев у 
цианобактерий накопление ФЦ на фоне снижения содержания ХЛ отмечалось в ответ на 
действие неблагоприятных факторов среды [13, 24]. 

Следует заметить, что динамика содержания N-3 в открытых культиваторах оп-
ределялась не только скоростью ассимиляции субстрата клетками спирулины, но и ско-
ростью испарения NH3, образующегося в щелочной среде при гидролизе мочевины [17]. 
При этом вклад абиотической составляющей, по данным [21], мог быть очень весомым 
(до 60 % от общей убыли азота в среде) и на заключительной стадии эксперимента жиз-
недеятельность клеток обеспечивалась, по всей вероятности, только за счет ежедневных 
подкормок, существенно различавшихся по содержанию биогена (от 1 до 40 мг N-3/л). 
Надо полагать, что в конце эксперимента обеспеченность азотом в варианте № 6 была 
наиболее оптимальной, так как рост и химический состав культуры были сходными с 
контролем. 

Замена 2 и 6 % N+5 на N-3 не оказывала заметного влияния на рост и метаболизм 
спирулины (рис.1 а, б; рис. 2; табл.). При увеличении доли N-3 в смесях до 20, 60 и 80% µ 
во всех случаях практически совпадали с µ на средах, где источником азота служила од-
на мочевина, взятая в таких же концентрациях. Такое совпадение все же не означает, что 
потребности в азоте в обеих параллелях обеспечивались только за счет амида, т.е. про-
исходило блокирование ассимиляции нитратов, характерное для смесей NH4

+ и NO3
– [10, 

24]. Более высокие уровни белка и пигментов в спирулине, из вариантов 100 мг N-3/л + 
400 мг N+5/л и 300 мг N-3/л + 200 мг N+5/л, по сравнению с вариантами 100 мг N-3/л и       
300 мг N-3/л, указывают на совместную утилизацию обеих форм азота. Отсутствие све-
дений о динамике содержания N-3 и N+5 в среде (в данном эксперименте эти показатели 
не регистрировали) не позволяет утверждать, что нитраты и мочевина ассимилировались 
клетками спирулины одновременно.  

В качестве рабочей гипотезы для дальнейших исследований можно предложить 
следующее объяснение полученных результатов. Способность молекул мочевины про-
никать через плазмалемму цианобактерий путем диффузии, а также более короткий ме-
таболический путь ее трансформации в ион NH4

+ могли определять приоритетное ис-
пользование (NH2)2CO в присутствии нитратов при нетоксичных концентрациях послед-

Рисунок 2. Средняя продуктивность Spirulina (Arthrospira) platensis (x ± SE) в зависимости от 
формы и концентрации азота в питательной среде 
Figure 2. Mean productivity of Spirulina (Arthrospira) platensis (x ± SE) depending on nitrogen form 
and concentration in culture medium 
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Таблица. Содержание белка и пигментов в сухой биомассе спирулины при различных условиях азотного питания (x ± SE) 
Table. Protein and pigment contents in Spirulina platensis dry biomass under different condition of nitrogen nutrition (x ± SE) 
 

Белок, %  Хлорофилл, %  Фикоцианин, %  Каротиноиды, мкг/г % фикоцианина в белке ФЦ/ХЛ Время, 
сутки 

Концент-
рация N-3, 
мг/л 

мочевина мочевина + 
нитраты* 

мочевина мочевина + 
нитраты 

мочевина мочевина + 
нитраты 

мочевина мочевина + 
нитраты 

мочевина мочевина + 
нитраты 

мочевина мочевина+ 
нитраты 

10 36,4±0,4 64,9±0,3 0,73±0,03 1,37±0,03 3,16±0,04 9,03±0,13 2293±10 3642±14 8,68 13,91 4,32 6,59 
30 57,0±0,6 64,5±0,4 0,93±0,03 1,35±0,02 4,99±0,13 8,15±0,15 2523±11 3591±9 8,75 12,64 5,37 6,04 
60 66,7±0,7 67,1±0,3 1,33±0,02 1,37±0,02 8,14±0,15 7,30±0,20 3103±8 3058±38 12,20 10,89 6,12 5,33 
100 71,2±0,2 71,6±0,3 1,25±0,04 1,23±0,03 10,83±0,07 7,90±0,10 2806±6 3119±31 15,21 11,04 8,66 6,42 
300 71,1±0,6 69,3±0,1 0,95±0,03 0,93±0,02 10,19±0,19 9,26±0,28 2907±12 3055±23 14,34 13,36 10,73 9,96 
400 72,4±0,8 71,3±0,2 0,92±0,01 0,91±0,02 9,65±0,25 9,32±0,12 2962±4 3058±15 13,33 13,07 10,49 10,24 

6-е 

Контроль 67,5±0,4 1,33±0,04 8,97±0,21 3342±8 13,29 6,74 
10 21,2±0,2 65,3±0,4 0,35±0,03 1,22±,004 0,71±0,03 8,25±0,13 1232±6 3246±30 3,35 12,63 2,03 6,76 
30 31,6±1,1 61,8±0,2 0,44±0,03 1,15±0,03 1,27±0,04 8,30±0,06 1500±14 3056±33 4,02 13,43 2,89 7,22 
60 42,5±0,7 64,6±0,3 0,70±0,02 1,15±0,02 2,26±0,06 7,80±0,04 1930±15 3118±42 5,32 12,07 3,23 6,78 
100 56,7±0,3 65,5±0,2 0,85±0,02 1,2±0,03 4,42±0,04 7,86±0,08 2048±16 3439±18 7,80 12,00 5,20 6,55 
300 - 69,9±0,1 1,18±0,03 1,08±0,04 6,93±0,03 9,10±0,1 2830±14 3227±11 - 13,02 5,87 8,42 
400 - 67,8±0,3 1,12±0,03 1,18±0,02 7,08±0,08 8,90±0,1 2832±8 3251±13 - 13,13 6,32 7,54 

17-е 

Контроль 67,8±0,2 1,11±0,02 8,18±0,15 2827±11 12,06 7,37 
10 20,7±0,2 64,7±0,2 0,30±0,01 1,28±0,04 0,71±0,02 8,14±0,14 1106±7 3250±4 3,43 12,58 2,37 6,36 
30 28,3±0,5 62,0±0,5 0,41±0,01 1,21±0,03 1,24±0,04 7,00±0,07 1134±6 3026±11 4,38 11,29 3,03 5,78 
60 35,0±0,1 64,0±0,2 0,55±0,03 1,28±0,02 1,75±0,07 7,61±0,19 1546±8 3021±3 5,00 11,89 3,19 5,94 
100 45,2±0,1 64,4±0,6 0,82±0,01 1,23±0,03 3,81±0,11 7,95±0,15 2091±4 2862±8 8,43 12,34 4,65 6,46 
300 63,9±0,3 66,0±0,5 1,25±0,04 1,17±0,03 6,30±0,12 7,45±0,15 2278±6 2962±8 9,86 11,29 5,04 6,37 
400 65,1±0,3 65,2±0,6 1,28±0,02 1,11±0,01 7,05±0,12 7,15±0,10 2337±7 2754±13 10,84 10,97 5,51 6,44 

21-е 

Контроль 65,9±0,4 1,33±0,03 8,08±0,08 2777±67 12,26 6,07 
 
Примечание: - – данные отсутствуют 

 
 

32



33                                                                                                                                   

ней в среде. После утилизации более доступной формы азота начиналась ассимиляция 
нитратов. В смесях, где мочевина преобладала, в первые дни эксперимента NH3 и NH4

+ 
нарушали биосинтез ХЛ и «отключали» ассимиляцию нитратов, что в совокупности 
приводило к ингибированию роста. По мере испарения аммиака клеточный метаболизм 
и порядок использования азотных субстратов восстанавливались.  

Заключение. Полученные результаты позволяют сделать ряд предварительных 
заключений относительно возможности использования мочевины при выращивании      
S. platensis в культиваторах открытого типа и наметить дальнейшие шаги в решении по-
ставленной задачи. Прежде всего, следует указать на то, что способ внесения азота в пи-
тательную среду, применяемый для нитратов, для мочевины не рационален из-за ток-
сичности высоких концентраций этой формы азота, а также больших непродуктивных 
потерь реагента. Благополучное состояние культур в вариантах 60 и 100 мг N-3/л в тече-
ние 1 – 6-х суток, а также в вариантах 300 и 400 мг N-3/л в интервале 17– 22-е сутки ука-
зывают на то, что мочевину лучше вносить в среду небольшими порциями через корот-
кие промежутки времени. Следующий этап работы должен заключаться в исследовании 
темпов роста, химического состава спирулины и динамики содержания азота в среде при 
дробной подкормке мочевиной через различные интервалы времени и начальных кон-
центрациях, не превышающих 60 мг N-3/л.  
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THE USE OF UREA AT CULTIVATION OF CYANOBACTERIA  
SPIRULINA (ARTHROSPIRA) PLATENSIS  BY DISPROPORTIONATELY CONTINUOUS MODE 

 
Summary 

 
The growth characteristics and chemical composition of Spirulina (Arthrospira) platensis were 

investigated depending on concentrations of various nitrogen forms in nutrient medium (urea, nitrates and 
their mixtures in various compositions) while cultivating under open-air systems condition by 
disproportionately continuous mode.  
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