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В работе рассмотрены преимущества и недостатки проточного и накопительного культиви-
рования микроводорослей. Указаны достоинства проточного культивирования, в частности
в квазинепрерывном режиме в двухступенчатом хемостате. В качестве продуцента ценных
веществ предложено использовать культуру бентосной диатомовой водоросли Cylindrotheca
closterium, которая обладает многими полезными свойствами как биологического характера,
так и технологического: 1) характеризуется достаточно высокими продукционными показа-
телями; 2) эффективно утилизирует световую энергию, что снимает ограничения на разме-
щение производства в регионах с малым количеством солнечных дней в году; 3) характе-
ризуется довольно низким температурным оптимумом роста, что актуально для реализации
промышленных технологий на территории Российской Федерации; 4) имеет удельную плот-
ность клеток больше единицы, поэтому они достаточно быстро оседают на дно фотобиореак-
тора при отсутствии перемешивания культуры, что упрощает отделение биомассы от культу-
ральной среды и снижает её себестоимость. Цель работы — изучить продукционные харак-
теристики квазинепрерывной культуры C. closterium в двухступенчатом хемостате. Исследова-
ния проводили при температуре (20 ± 1) °C и облучённости 150 мкмоль квантов·м−2·с−1. Хе-
мостатная установка для культивирования C. closterium состояла из двух стеклянных фото-
биореакторов плоскопараллельного типа объёмом 3 л с рабочей толщиной 5 см и рабочей
поверхностью каждого фотобиореактора 0,03 м². Культуру выращивали на питательной сре-
де RS. Перемешивание осуществляли посредством барботажа воздухом (скорость — 1,5 л воз-
духа на 1 л культуры в мин). Культуру исследовали при различных скоростях протока пи-
тательной среды — 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9 сут−1. Рассчитаны параметры роста накопительной
культуры: удельная скорость роста 𝜇н = 0,7 сут−1; время удвоения биомассы 𝑡𝑑 = 0,987 сут.
Максимальная продуктивность одно- и двухступенчатого хемостата была отмечена при оп-
тимальной скорости протока 0,59 сут−1 и составила 1,348 и 1,498 г·л−1·сут−1 соответствен-
но. Экспериментально показано, что в проточной культуре продуктивность C. closterium вы-
ше в 2,2 раза, чем в накопительной. На основе экспериментальных данных проведён расчёт
максимальной удельной скорости роста 𝜇𝑚 и константы насыщения 𝐾𝑆 при лимитировании
роста C. closterium кремнием; значения составили 1,05 сут−1 и 0,028 г·л−1 соответственно.
Показано, что наблюдаемая потребность в кремнии в проточной культуре (𝑌пр = 35 мг·г−1)
ниже на 7,9 %, чем в накопительной (𝑌н = 38 мг·г−1). Отмечено, что величи́ны 𝜇𝑚, 𝐾𝑆 и 𝑌пр
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являются важными физиологическими характеристиками диатомовой водоросли C. closterium
и играют ключевую роль при проектировании промышленных систем для интенсивного
культивирования микроводорослей.
Ключевые слова: Cylindrotheca closterium, хемостат, математическая модель

Микроводоросли нашли широкое применение в современной биотехнологии [Bozarth et al.,
2009]. Их биомассу и продукты жизнедеятельности используют в пищевой промышленности,
сельском хозяйстве, аквакультуре [Creswell, 2010; Sathasivam et al., 2019]. Важную роль микро-
водоросли играют в технологиях очистки сточных вод [Abinandan et al., 2018; Wollmann et al.,
2019], в реабилитации водоёмов, предотвращая цветение [Kiran et al., 2016], в утилизации
CO2 [Singh, Dhar, 2019], а также в альголизации и сидерации почв. На их основе созданы промыш-
ленные технологии получения уникальных биологически активных соединений, которые приме-
няют в медицине и парфюмерии [Lauritano et al., 2016; Lincoln et al., 1990; Patras et al., 2018] и т. д.
Микроводоросли очень активно используют в различных сферах деятельности человека, однако
их потенциал далеко не исчерпан. Выделение новых объектов для интенсивного культивирова-
ния из природных популяций, а также получение генетически модифицированных штаммов с за-
данными свойствами постоянно расширяют возможности для создания новых биотехнологий
на основе микроводорослей. В этом направлении достигнуты немалые успехи, но поиск новых
продуцентов продолжается.

Известно, что многие ценные вещества микроводоросли накапливают именно в стрессо-
вых условиях, к примеру при лимитировании роста биогенными элементами. В связи с этим
разработаны различные способы двухстадийного накопительного культивирования микроводо-
рослей, когда на первом этапе происходит накопление биомассы, а на втором— накопление цен-
ных веществ, например липидов и каротиноидов [Lu et al., 2018; Minyuk et al., 2014; Nagappan
et al., 2019]. Существенным недостатком двухстадийного накопительного культивирования яв-
ляется гибель немалой части клеток микроводорослей на втором этапе, при создании стрессо-
вых условий, что значительно снижает эффективность процесса получения целевого продук-
та [Minyuk et al., 2014]. Наиболее перспективной альтернативой двухстадийному методу накопи-
тельной культуры является метод проточного культивирования микроводорослей, в частности
использование двухступенчатого хемостата с равной или разной удельной скоростью протока
для каждой ступени.

С позиции получения ценных биологически активных соединений в промышленных масшта-
бах наиболее перспективными объектами культивирования являются бентосные виды микрово-
дорослей, которые обладают многими полезными свойствами как биологического, так и техно-
логического характера. Так, они: 1) характеризуются достаточно высокими продукционными
показателями [Железнова, 2019]; 2) эффективно утилизируют световую энергию [Baldisserotto
et al., 2019], что снимает ограничения на размещение производства в регионах с малым ко-
личеством солнечных дней в году; 3) характеризуются довольно низким температурным оп-
тимумом роста [Salleh, McMinn, 2011; Stock et al., 2019], что актуально для реализации тех-
нологий на территории Российской Федерации; 4) имеют удельную плотность клеток боль-
ше единицы, поэтому достаточно быстро оседают на дно фотобиореактора при отсутствии пе-
ремешивания культуры, что упрощает отделение биомассы от культуральной среды, снижает
её себестоимость и т. д.

В литературе данные об интенсивной культуре бентосных микроводорослей немного-
численны. Также практически отсутствуют описания исследований бентосных диатомей
в проточной культуре. Среди многих видов бентосных микроводорослей для интенсивно-
го культивирования в промышленных масштабах наибольшее внимание привлекает диато-
мея Cylindrotheca closterium (Ehrenberg) Reimann et Lewin, 1964 [Геворгиз и др., 2016;
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Wang et al., 2018], которая способна накапливать ценные полиненасыщенные жирные кисло-
ты и фукоксантин [Wang et al., 2015; Zheleznova et al., 2017], а также йод, железо и другие
микроэлементы в органической форме [Железнова и др., 2015a; de la Cuesta, Manley, 2009].

Цель работы — исследовать продукционные характеристики квазинепрерывной культуры
C. closterium в двухступенчатом хемостате.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В работе изучали культуру диатомовой водоросли C. closterium из коллекции культур микро-

водорослей ФИЦ ИнБЮМ. Полученную из этой коллекции культуру адаптировали к концен-
трированной питательной среде RS [Железнова и др., 2015b] и к условиям интенсивного куль-
тивирования в течение двух недель. Адаптированную культуру осадили центрифугировани-
ем (при 1600 g в течение 1 мин), затем удалили надосадочную жидкость, а сырую массу во-
дорослей использовали в качестве инокулята для исследования продукционных характеристик
квазинепрерывной культуры в хемостате. В работе с хемостатом применяли питательную сре-
ду RS с увеличенной в 3 раза концентрацией каждого компонента, приготовленную на стерильной
черноморской воде. Состав использованной питательной среды представлен в табл. 1.

Таблица 1. Состав питательной среды RS [Железнова и др., 2015b], используемой в эксперименте
Table 1. Composition of the nutrient medium RS [Zheleznova et al., 2015b] used in the experiment

№ Компонент Навеска, г·л−1

1 NaNO3 2,331
2 NaH2PO4 · 2H2O 0,665
3 Na2SiO3 · 9H2O 1,158
4 Na2EDTA 0,792
5 FeSO4 · 7H2O 0,192
6 CuSO4 · 5H2O 0,0006
7 ZnSO4 · 7H2O 0,001 32
8 CoCl2 · 6H2O 0,0006
9 MnCl2 · 4H2O 0,001 08
10 NaMoO4 · H2O 0,000 36

Исследования продукционных характеристик C. closterium проводили при оптимальных све-
товых условиях, при оптимальной температуре и обеспеченности биогенными элементами. Хе-
мостатная установка для культивирования C. closterium (рис. 1) состояла из двух стеклян-
ных фотобиореакторов (двухступенчатый хемостат) плоскопараллельного типа; объём каждо-
го — 3 л, рабочая толщина — 5 см. Рабочий объём суспензии в каждом фотобиореакторе
поддерживали на постоянном уровне (2 л). Эксперимент проводили с равномерным кругло-
суточным односторонним освещением фотобиореакторов. Источником освещения служили лю-
минесцентные лампы CE-PIL-1-LF 46W/54-765 (Польша), которые на рабочей поверхности каж-
дого фотобиореактора (0,03 м²) давали в среднем 150 мкмоль квантов·м−2·с−1 (33 Вт·м−2). Об-
лучённость измеряли спектрофотометром «ТКА-Спектр» (ФАР). На протяжении всего экспе-
римента температуру суспензии водорослей поддерживали на постоянном уровне (20 ± 1) °C.
Для обеспечения клеток углеродом культуру в обоих фотобиореакторах барботировали возду-
хом (1,5 л воздуха на 1 л культуры в мин) с помощью компрессорной установки. Для увели-
чения растворимости CO2 в культуральной среде подачу воздуха в суспензию осуществляли
через насадку-диспергатор.
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Рис. 1. Культура Cylindrotheca closterium в двухступенчатом хемостате (номера ступеней указаны
цифрами)
Fig. 1. Cylindrotheca closterium culture in a two-stage chemostat (stages are indicated by numbers)

На первом этапе эксперимента культуру выращивали в накопительном режиме, на вто-
ром — в квазинепрерывном. Пропорционально-проточное квазинепрерывное культивирование
C. closterium осуществляли в однопоточном режиме следующим образом: 1) ежедневно из вто-
рого фотобиореактора (вторая ступень хемостата) изымали часть рабочего объёма на урожай;
2) из первого фотобиореактора (первая ступень хемостата) изымали такую же часть рабочего
объёма и переносили во второй фотобиореактор, восстанавливая таким образом рабочий объём
во втором фотобиореакторе; 3) рабочий объём в первом фотобиореакторе восстанавливали,
добавляя свежую питательную среду. Разбавление культуры осуществляли ежедневно.

После накопительного культивирования, с 6-го дня эксперимента, культуру выращивали
в квазинепрерывном режиме со скоростью протока питательной среды через рабочий объём
суспензии микроводорослей 0,6 л·сут−1 (скорость разбавления, или удельная скорость протока,
𝜔 = 0,6 / 2 = 0,3 сут−1). С 17-го по 27-й день эксперимента была установлена удельная скорость
протока 0,1 сут−1; с 27-го по 35-й — 0,5 сут−1; с 35-го по 40-й — 0,7 сут−1; с 40-го по 44-й —
0,9 сут−1.

Для определения плотности культуры применяли два метода — метод йодатной окисляемо-
сти [Геворгиз и др., 2015] и прямое взвешивание сырой массы C. closterium в полипропиленовых
пробирках на аналитических весах с погрешностью 0,1 мг после осаждения клеток центрифугиро-
ванием (1600 g в течение 2 мин). Для пересчёта полученных данных на сухую массу использовали
коэффициент связи между сухой и сырой массой (k = 0,1) [Железнова, Геворгиз, 2020].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Динамика плотности культуры C. closterium в накопительном и проточном режиме культи-

вирования представлена на рис. 2. В эксперименте использовали адаптированную культуру, по-
этому лаг-фазу у накопительной кривой не наблюдали. Экспоненциальная фаза роста длилась
четверо суток. В стационарной фазе плотность культуры оставалась практически неизменной.
При переходе к квазинепрерывному режиму культивирования была отмечена быстрая адапта-
ция к условиям проточного культивирования. При изменении удельной скорости протока пере-
ходные процессы были непродолжительными (не более 2–3 суток), значение плотности культуры
достаточно быстро достигало нового стационарного динамического равновесия (рис. 2).
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Рис. 2. Динамика плотности культуры Cylindrotheca closterium в накопительном режиме культивиро-
вания и в двухступенчатом хемостате при различной скорости протока питательной среды𝜔 (границы
указаны пунктиром)
Fig. 2. Dynamics of Cylindrotheca closterium density in the batch culture and in the two-stage chemostat
at different dilution rates 𝜔 (the boundaries are indicated by the dotted lines)

И в первой, и во второй ступенях хемостата при удельной скорости протока 0,1 сут−1 была
зафиксирована незначительная агглютинация клеток, которая приводила к трудностям отбора
проб при измерении плотности культуры и способствовала увеличению разброса данных. В обе-
их ступенях хемостата практически при любой скорости протока клетки равномерно распределя-
лись по всему рабочему объёму. При удельной скорости протока 0,9 сут−1 регистрировали присте-
ночный рост культуры, и барботажа воздухом для перемешивания суспензии было недостаточно.
Даже после перемешивания культуры ручной мешалкой часть биомассы довольно быстро оседала
на дно или стенки фотобиореактора.

Параметры роста. В начале накопительного культивирования при внесении инокулята в пи-
тательную среду плотность культуры (𝐵0) составила 0,2 г·л−1. Лаг-фазы у накопительной культу-
ры не было, поскольку к условиям эксперимента её адаптировали ранее. Экспоненциальная фа-
за накопительной кривой характеризовалась постоянной удельной скоростью роста и с высокой
точностью (𝑅2 = 0,99) описывалась уравнением (1) (рис. 3):

ln𝐵 = 𝜇н (𝑡 − 𝑡0) + ln𝐵0; ln𝐵 = 0,7 𝑡 − 1,61, (1)

где 𝜇н — удельная скорость роста в накопительной культуре, сут−1;
𝐵0 — плотность культуры в начальный момент времени 𝑡0 (𝑡0 = 0).

Морской биологический журнал Marine Biological Journal 2023 Том 8 № 1



32 Р. Г. Геворгиз, С. Н. Железнова, А. С. Малахов

Рис. 3. Динамика плотности культуры Cylindrotheca closterium в накопительном режиме куль-
тивирования в полулогарифмических координатах. Аппроксимация экспериментальных точек
уравнением (1), 𝑅2 = 0,99. Удельная скорость роста 𝜇н = 0,7 сут−1
Fig. 3. Dynamics of Cylindrotheca closterium density in the batch culture in semi-logarithmic coordinates.
Approximation of experimental points by equation (1), 𝑅2 = 0.99. The specific growth rate 𝜇н = 0.7 day⁻¹

Время удвоения биомассы в экспоненциальной фазе роста (𝑡d) составило:

𝑡𝑑 = ln 2 𝑡 − 𝑡0
ln𝐵 − ln𝐵0

= ln 2
𝜇н

= 0,693
0,7 = 0,987. (2)

Обратное время удвоения (рис. 3):

log2 𝐵 = 1
𝑡𝑑

(𝑡 − 𝑡0) + log2 𝐵0, 1
𝑡𝑑

= 𝜇н
ln 2 = 0,7

0,693 = 1,01. (3)

На 5-й день эксперимента культура достигла стационарной фазы роста. В этой фазе плот-
ность культуры оставалась неизменной (𝐵𝑚 = 3,3 г·л−1) до момента перехода к квазинепре-
рывному режиму культивирования (рис. 2). За 5 дней накопительного культивирования урожай
составил 𝐵н(5) = 𝐵𝑚 − 𝐵0 = 3,1 г·л−1, то есть средняя продуктивность накопительной культуры
𝑃 н = 0,62 г·л−1·сут−1.

Количественные потребности в биогенных элементах активно растущей культуры
C. closterium экспериментально определены нами ранее [Железнова и др., 2015b]. На осно-
ве этих данных по формуле (4) рассчитаны экономические коэффициенты (𝑌эк) для некоторых
биогенных элементов (табл. 2):

𝑌эк = 1
𝑌н

, (4)

где 𝑌н — наблюдаемая потребность в биогенном элементе в накопительной культуре.
Для нахождения зависимости удельной скорости роста C. closterium от концентрации лими-

тирующего субстрата в питательной среде по данным из [Железнова, Геворгиз, 2014] рассчиты-
вали константу насыщения (𝐾𝑆). Проанализировав состав и соотношения биогенных элементов
в питательной среде F [Guillard, 1975; Guillard, Ryther, 1962], а также соотношения потребностей
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для C. closterium из табл. 2, можно утверждать, что при культивировании C. closterium на пита-
тельной среде F, как это сделано в работе [Железнова, Геворгиз, 2014], лимитирующим рост
фактором является концентрация в ней кремния, поэтому константу насыщения рассчитывали
именно для кремния (рис. 4):

𝑃 = 𝑃𝑚
𝑆

𝐾𝑆 + 𝑆 , 𝑃 = 1,81 𝑆
0,028 + 𝑆 ; 𝜇 = 𝜇𝑚

𝑆
𝐾𝑆 + 𝑆 , 𝜇 = 𝜇𝑚

𝑆
0,028 + 𝑆 , (5)

где 𝑆 — концентрация лимитирующего субстрата (кремния) в питательной среде, г·л−1.

Таблица 2. Наблюдаемые потребности для Cylindrotheca closterium в накопительной культуре (𝑌н)
по данным из [Железнова, Геворгиз, 2014] и расчётные значения экономических коэффициентов
(𝑌эк) по формуле (4) для некоторых биогенных элементов
Table 2. Observed requirements for Cylindrotheca closterium in the batch culture (𝑌н) according to the da-
ta from [Zheleznova, Gevorgiz, 2014] and calculated values of economic coefficients (𝑌эк) according
to formula (4) for some nutrients

№ Биогенный элемент 𝑌н, мг·г−1 𝑌эк, г·г−1

1 Азот 64 ± 1 15,6
2 Кремний 38,2 ± 0,01 26,2
3 Фосфор 17 ± 1 60,3
4 Железо 45 ± 0,2 22,2

Проточная культура. Теория хемостата разработана для непрерывных культур гетеротроф-
ных микроорганизмов во второй половине XX в. и детально изложена в работах [Непрерывное
культивирование микроорганизмов, 1968; Перт, 1978; Herbert et al., 1956; Maxon, 1955; Methods
in Microbiology, 1970]. В ряде случаев она применима и для низших фототрофов. Но в связи
с тем, что для их роста необходима световая энергия, которая наравне с биогенными элементами
может лимитировать рост клеток, для фототрофов теория хемостата требует поправок и уточне-
ний. Особенно это актуально для плотных культур микроводорослей, когда накопительная кри-
вая характеризуется наличием не только экспоненциальной фазы роста, но и продолжительной
фазы замедления роста (фазы отрицательного ускорения роста). Особо следует отметить необ-
ходимость существенных дополнений и изменений в теории хемостата в таких случаях, когда:
1) используется естественное освещение, когда в течение суток наблюдается смена лимитиру-
ющего рост фактора; 2) организация непрерывного протока питательной среды затруднительна
или нецелесообразна и пр. В таком случае на практике часто применяют культуру с периодиче-
ским разбавлением (квазинепрерывную культуру). Стоит подчеркнуть, что метод квазинепрерыв-
ного культивирования является некоторым обобщением различных способов проточного куль-
тивирования микроорганизмов, однако публикации, посвящённые моделированию процессов
в квазинепрерывной культуре, достаточно редки [Тренкеншу, 2005; Фенцл, 1968].

В нашем эксперименте экспоненциальнуюфазу роста накопительной кривой с высокой точно-
стью описывало уравнение для экспоненциального роста (см. уравнение (1) и рис. 3), то есть рост
клеток практически не ограничивался световыми условиями, поэтому можно считать, что смена
лимитирующего фактора на этом участке не происходила. Это обстоятельство позволяет для вы-
вода уравнений динамики плотности квазинепрерывной культуры применять подход, аналогич-
ный тому, который был использован при работе с гетеротрофными микроорганизмами. Рас-
смотрим квазинепрерывную культуру в пропорционально-проточном однопоточном многосту-
пенчатом хемостате с одинаковым рабочим объёмом 𝑉 (л) в каждой ступени и с неизменным
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объёмом w (л), который удаляется из каждой ступени при процедуре обмена. Отношение мас-
сы водорослей в i-й ступени хемостата 𝑚𝑖 (г) к рабочему объёму 𝑉 (л) определяет текущую
плотность культуры в данной ступени (г·л−1):

𝐵𝑖 = 𝑚𝑖
𝑉 . (6)

В результате процедуры обмена из i-й ступени хемостата удаляется объём w, в котором со-
держится масса водорослей 𝑚∗

𝑖 . В оставшемся объёме (𝑉 − w) содержится масса водорослей 𝑚∗∗
𝑖 .

Следовательно, можно записать такие равенства:

𝑚𝑖 = 𝑚∗
𝑖 + 𝑚∗∗

𝑖 ; 𝑚∗
𝑖 = w ⋅ 𝐵𝑖; 𝑚∗∗

𝑖 = 𝑉 ⋅ 𝐵𝑖 − w ⋅ 𝐵𝑖 = (𝑉 − w) ⋅ 𝐵𝑖. (7)

В многоступенчатом хемостате после удаления объёма w в i-ю ступень поступает такой же
объём суспензии из предыдущей ступени, поэтому плотность культуры в i-й ступени после
обмена (𝐵(−)

𝑖 ) будет равна:

𝐵(−)
𝑖 = 𝑚∗

𝑖−1 + 𝑚∗∗
𝑖

𝑉 = w ⋅ 𝐵𝑖−1 + (𝑉 − w) ⋅ 𝐵𝑖
𝑉 , (8)

где 𝑚∗
𝑖−1 — масса водорослей из предыдущей ступени, которая вносится в текущую ступень

при процедуре обмена;
𝐵𝑖−1 — плотность культуры в предыдущей ступени хемостата.

Рис. 4. Зависимость скорости роста культуры Cylindrotheca closterium от концентрации крем-
ния в питательной среде. 𝑃𝑚 = 1,81 г·(л·сут)−1; 𝐾𝑆 = 0,028 г·л−1. Расчёт по уравнению (5)
по экспериментальным данным из [Железнова, Геворгиз, 2014]
Fig. 4. Dependence of Cylindrotheca closterium growth rate on the silicon concentration in the nutrient
medium. 𝑃𝑚 = 1.81 g·(L·day)⁻¹; 𝐾𝑆 = 0.028 g·L⁻¹. Calculation by equation (5) according to the experimen-
tal data from [Zheleznova, Gevorgiz, 2014]
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Из этого следует:

w
𝑉 = 𝐵𝑖 − 𝐵(−)

𝑖
𝐵𝑖 − 𝐵𝑖−1

= 𝑚∗
𝑖 − 𝑚∗

𝑖−1
𝑚𝑖 − 𝑚𝑖−1

, (9)

то есть доля объёма при процедуре обмена равна отношению массы водорослей, удаляемой
при обмене из текущей ступени, к разнице масс водорослей в текущей и предыдущей ступенях
хемостата.

Отношение плотности культуры до и после процедуры обмена указывает на величину разбав-
ления культуры (𝜃𝑖)—на то, во сколько раз уменьшаются масса водорослей и плотность культуры
в i-й ступени:

𝜃𝑖 = 𝐵𝑖
𝐵(−)

𝑖
= 𝑉

𝑉 − w(1 − 𝐵𝑖−1
𝐵𝑖

)
. (10)

Заметим, что если культуру разбавляют питательной средой (𝐵𝑖−1 = 0), то получается выражение
для первой ступени хемостата, аналогичное выражению в работе [Тренкеншу, 2005]:

𝜃1 = 𝐵1
𝐵(−)

1
= 𝑉

𝑉 − w .

Из выражений (9) и (10) следует:

w
𝑉 = 𝐵𝑖 − 𝐵(−)

𝑖
𝐵𝑖 − 𝐵𝑖−1

=
𝐵𝑖 − 1

𝜃𝑖
𝐵𝑖

𝐵𝑖 − 𝐵𝑖−1
. (11)

В квазинепрерывной культуре изменение массы водорослей (∆𝑚𝑖) определяется двумя про-
цессами — увеличением массы водорослей за счёт их роста и уменьшением массы за счёт
разницы притока и оттока с частью суспензии при процедуре обмена:

𝑚𝑖+1 − (𝑚∗
𝑖−1 + 𝑚∗∗

𝑖 )⏟⏟⏟⏟⏟⏟⏟⏟⏟
прирост

+ 𝑚∗
𝑖−1⏟

приток
− (𝑚𝑖 − 𝑚∗∗

𝑖 )⏟⏟⏟⏟⏟
убыль с оттоком

= 𝑚𝑖+1 − 𝑚𝑖 = Δ𝑚𝑖, (12)

где 𝑚𝑖 — масса водорослей до обмена;
𝑚𝑖+1 — масса водорослей до обмена на следующем шаге квазинепрерывного культи-

вирования;
𝑚∗

𝑖−1 — масса водорослей, вносимых в i-ю ступень из предыдущей ступени при процедуре
обмена;

𝑚∗∗
𝑖−1 — масса водорослей, которая остаётся в i-й ступени после удаления части суспензии

объёмом w.
Учитывая (6), (7) и (8), запишем изменение плотности культуры (∆𝐵𝑖):

[𝐵𝑖+1 − 𝐵(−)
𝑖 ]⏟⏟⏟⏟⏟

прибыль

− [𝐵𝑖 − 𝐵(−)
𝑖 ]⏟⏟⏟⏟⏟

убыль

= 𝐵𝑖+1 − 𝐵𝑖 = Δ𝐵𝑖, (13)

где 𝐵𝑖 — плотность культуры до обмена (текущая плотность);
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𝐵(−)
𝑖 — плотность культуры после процедуры обмена;

𝐵𝑖+1 — плотность культуры до обмена на следующем шаге квазинепрерывного культиви-
рования.

В микробиологической практике рост водорослей в культуре выражается двумя количествен-
ными характеристиками— скоростью роста (продуктивностью) и относительной (удельной) ско-
ростью роста. За промежуток времени между процедурами обмена ∆𝑡 (сут) плотность культу-
ры в i-й ступени возрастёт до величины 𝐵𝑖+1, поэтому на данном промежутке времени средняя
скорость роста составит (г·л−1·сут−1):

𝑃 𝑖 = 𝐵𝑖+1 − 𝐵(−)
𝑖

Δ𝑡 , (14)

а средняя относительная скорость роста составит (сут−1):

𝜇𝑖 = 𝐵𝑖+1 − 𝐵(−)
𝑖

𝐵(−)
𝑖 ⋅ Δ𝑡

. (15)

Убыль плотности определяется величиной разбавления культуры, которая зависит от массы
водорослей, выносимой из текущей ступени хемостата при процедуре обмена, и массы водорос-
лей, вносимой в рабочий объём из предыдущей ступени хемостата. Из рабочего объёма за од-
ну процедуру обмена в течение промежутка времени ∆𝑡 удаляется объём w, поэтому скорость
протока культуры (𝐹 ) в текущей ступени хемостата равна (л·сут−1):

𝐹 = w
Δ𝑡,

а относительная (удельная) скорость протока 𝜔 равна (сут−1):

𝜔 = 𝐹
𝑉 = w

𝑉 ⋅ Δ𝑡. (16)

С учётом (10) и (16) можно выразить величину удельной скорости протока питательной среды
для i-й ступени следующим образом:

𝜔 (1 − 𝐵𝑖−1
𝐵𝑖

) = (1 − 1
𝜃𝑖

) 1
Δ𝑡; 𝜔 =

1 − 1
𝜃𝑖

1 − 𝐵𝑖−1
𝐵𝑖

1
Δ𝑡. (17)

Отметим: (16) позволяет рассчитать для i-й ступени удельную скорость протока суспензии
водорослей (или питательной среды для первой ступени), которая во всех ступенях хемостата
одинакова. Выражение (17) указывает на то, какова будет удельная скорость протока при умень-
шении плотности культуры в i-й ступени в 𝜃𝑖 раз с учётом плотности культуры в предыдущей
ступени хемостата.

Величину изменения плотности культуры (13) за промежуток времени ∆𝑡 можно выразить
через скорость роста и скорость протока. Из (11), (13) и (16) следует:

Δ𝐵𝑖
Δ𝑡 = 𝐵𝑖+1 − 𝐵(−)

𝑖
Δ𝑡 − 𝐵𝑖 − 𝐵(−)

𝑖
Δ𝑡 = 𝑃 𝑖 − 𝜔 (𝐵𝑖 − 𝐵𝑖−1). (18)
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Таким образом, скорость изменения плотности квазинепрерывной культуры в текущей сту-
пени хемостата определяется средней скоростью роста (𝑃 𝑖), скоростью внесения водорослей
из предыдущей ступени (𝜔 · 𝐵𝑖−1), а также скоростью удаления водорослей при обмене (𝜔 · 𝐵𝑖).

Выразим среднюю скорость роста𝑃 𝑖 в единицах плотности культуры (биомассы) в i-й ступени
хемостата:

𝑃 𝑖 = ̃𝜇𝑖 ⋅ 𝐵𝑖, (19)

где ̃𝜇𝑖 — коэффициент, отражающий долю прироста биомассы 𝐵𝑖 за промежуток времени ∆𝑡.
По сути этот коэффициент является относительной скоростью роста, аналогичной (15), с той

лишь разницей, что скорость прироста относится не к плотности культуры после обмена, а к плот-
ности культуры до обмена — к 𝐵𝑖. Из сравнения (14), (19) и (10) ясно, что 𝜇𝑖 = ̃𝜇𝑖 · 𝜃𝑖, и отличие
между этими величинами будет тем меньше, чем ближе 𝜃𝑖 к единице и чем меньше интервал
времени ∆𝑡 между разбавлениями культуры.

Подставляя (19) в (18), получаем следующее уравнение:

Δ𝐵𝑖
Δ𝑡 = ̃𝜇𝑖 ⋅ 𝐵𝑖 − 𝜔 (𝐵𝑖 − 𝐵𝑖−1) = [ ̃𝜇𝑖 − 𝜔 (1 − 𝐵𝑖−1

𝐵𝑖
)] 𝐵𝑖. (20)

Таким образом, получено уравнение, решение которого позволяет описать динамику плотно-
сти квазинепрерывной культуры в многоступенчатом хемостате. В частном случае, при ∆𝑡 → 0,

̃𝜇𝑖 → 𝜇𝑖, 𝜃𝑖 → 1 (непрерывный проток), получаем дифференциальные уравнения, которые
идентичны уравнениям, опубликованным в работах [Перт, 1978; Фенцл, 1968].

Для первой ступени хемостата, когда культуру разбавляют питательной средой (𝐵𝑖−1 = 0),
выражение (20) преобразуется в:

Δ𝐵1
Δ𝑡 = ̃𝜇1 ⋅ 𝐵1 − 𝜔 ⋅ 𝐵1 = ( ̃𝜇1 − 𝜔)𝐵1. (21)

Оно полностью идентично выражению, полученному ранее для квазинепрерывной культуры
в одноступенчатом хемостате [Тренкеншу, 2005].

Поскольку в нашем эксперименте переходные процессы при различных изменениях скоро-
сти протока питательной среды были кратковременны (рис. 2), мы станем рассматривать толь-
ко установившиеся процессы (стационарное динамическое равновесие), то есть такие, при ко-
торых плотность культуры с течением времени в каждой ступени хемостата остаётся неиз-
менной (∆𝐵𝑖 = 0). Для условий стационарного динамического равновесия из (20) следу-
ют выражения для относительной скорости роста и продуктивности культуры в i-й ступени
хемостата:

̃𝜇𝑖 = 𝜔 (1 − 𝐵𝑖−1
𝐵𝑖

); 𝑃 𝑖 = 𝜔(𝐵𝑖 − 𝐵𝑖−1). (22)

Отсюда следуют связь плотностей культуры в соседних ступенях хемостата, а также скорость
разбавления в i-й ступени:

𝐵𝑖 = 𝜔
𝜔 − ̃𝜇𝑖

𝐵𝑖−1; 𝜔 = ̃𝜇𝑖
𝐵𝑖

𝐵𝑖 − 𝐵𝑖−1
= 𝑃 𝑖

𝐵𝑖 − 𝐵𝑖−1
. (23)
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Заметим, что для условий стационарного динамического равновесия будут справедливы
равенства:

𝐵𝑖 = 𝜔
𝜔 − ̃𝜇𝑖

𝐵𝑖−1 = 𝑞𝑖 ⋅ 𝐵𝑖−1; ̃𝜇𝑖 = 𝜔 (1 − 1
𝑞𝑖

) = 𝜔 ⋅ 𝜖𝑖; ̃𝜇𝑖 = 𝜖𝑖
𝜖𝑖−1

̃𝜇𝑖−1, (24)

где 𝑞𝑖, 𝜖𝑖 и 𝜖𝑖−1 — некоторые постоянные величи́ны, легко определяемые экспериментальным
путём.

Действительно, экспериментально полученный нами коэффициент связи между плотностью
культуры в первой и второй ступенях хемостата 𝑞2 постоянен для любой скорости протока (рис. 5).
Из рисунка видно, что даже при максимальной скорости протока, когда зарегистрирован присте-
ночный рост, связь между плотностью культуры в первой и второй ступенях достаточно хорошо
описывается выражением (23) при 𝑞2 = tg𝛼 = 1,11.

Рис. 5. Связь между плотностью культуры в первой и второй ступенях хемостата в условиях стацио-
нарного динамического равновесия, tg𝛼 = 1,11 [см. выражение (23)]. Удельная скорость протока, 𝜔,
указана цифрами. Значение для 𝜔 = 0,1 в расчётах не учитывали из-за проявления агглютинации
клеток
Fig. 5. The relationship between culture density in the first and second chemostat stages under conditions
of stationary dynamic equilibration, tg𝛼 = 1.11 [see expression (23)]. The dilution rate, 𝜔, is indicated
by numbers. The value for 𝜔 = 0.1 was not taken into account in the calculations due to the manifestation
of cell agglutination

Выражение для продуктивности культуры в i-й ступени (22) можно представить в виде:

𝐵𝑖 = 𝑃 𝑖
𝜔 + 𝐵𝑖−1. (25)

У культуры в стационарном динамическом равновесии всегда 𝑃 𝑖 > 0 и 𝜔 > 0, поэтому для лю-
бого режима квазинепрерывного культивирования в многоступенчатом хемостате 𝐵𝑖 > 𝐵𝑖−1.
Если культуру разбавляют питательной средой (𝐵𝑖−1 = 0), то из выражения (22) следует:

̃𝜇1 = 𝜔; 𝑃 1 = 𝜔 ⋅ 𝐵1. (26)
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Для нахождения зависимости концентрации лимитирующего рост биогенного элемента в те-
кущей ступени хемостата от скоростей протока и потребления субстрата клетками в процессе
роста будем придерживаться логики вывода уравнения (20). По аналогии с (7) можно записать
следующие выражения:

𝑠𝑖 = 𝑠∗
𝑖 + 𝑠∗∗

𝑖 ; 𝑠∗
𝑖 = w ⋅ 𝑆𝑖; 𝑠∗∗

𝑖 = 𝑉 ⋅ 𝑆𝑖 − w ⋅ 𝑆𝑖 = (𝑉 − w) ⋅ 𝑆𝑖, (27)

где 𝑠𝑖 — масса лимитирующего субстрата в рабочем объёме i-й ступени хемостата, г;
𝑠∗

𝑖 и 𝑠∗∗
𝑖 —масса лимитирующего субстрата в удаляемом объёме w при обмене и в оставшемся

объёме (𝑉 − w) соответственно;
𝑆𝑖 — концентрация лимитирующего субстрата в i-й ступени хемостата, г·л−1.
Концентрация лимитирующего субстрата в i-й ступени после обмена (𝑆(−)

𝑖 ) будет равна:

𝑆(−)
𝑖 = 𝑠∗

𝑖−1 + 𝑠∗∗
𝑖

𝑉 = w ⋅ 𝑆𝑖−1 + (𝑉 − w) ⋅ 𝑆𝑖
𝑉 . (28)

Из этого выражения следует:

w
𝑉 = 𝑆(−)

𝑖 − 𝑆𝑖
𝑆𝑖−1 − 𝑆𝑖

= 𝑠∗
𝑖−1 − 𝑠∗

𝑖
𝑠𝑖−1 − 𝑠𝑖

. (29)

Изменение массы лимитирующего субстрата (∆𝑠𝑖) можно выразить таким образом:

𝑠∗
𝑖−1⏟

приток
− (𝑠𝑖 − 𝑠∗∗

𝑖 )⏟
убыль с оттоком

− ((𝑠∗
𝑖−1 + 𝑠∗∗

𝑖 ) − 𝑠𝑖+1)⏟⏟⏟⏟⏟⏟⏟⏟⏟
убыль за счёт роста

= 𝑠𝑖+1 − 𝑠𝑖 = Δ𝑠𝑖, (30)

где 𝑠𝑖 — масса лимитирующего субстрата до обмена;
𝑠𝑖+1 — масса лимитирующего субстрата до обмена на следующем шаге квазинепрерывного

культивирования;
𝑠∗

𝑖−1 — масса субстрата, вносимая в i-ю ступень из предыдущей ступени при процедуре
обмена;

𝑠∗∗
𝑖−1 — масса субстрата, которая остаётся в i-й ступени после удаления части суспензии

объёмом w.
Учитывая (27), (29) и (30), запишем изменение концентрации субстрата в i-й ступени

хемостата (∆𝑆𝑖):

[𝑆(−)
𝑖 − 𝑆𝑖]⏟⏟⏟⏟⏟
прибыль

− [𝑆(−)
𝑖 − 𝑆𝑖+1]⏟⏟⏟⏟⏟

убыль

= 𝑆𝑖+1 − 𝑆𝑖 = Δ𝑆𝑖, (31)

где 𝑆𝑖 — концентрация субстрата до обмена;
𝑆(−)

𝑖 — концентрация субстрата после процедуры обмена;
𝑆𝑖+1 —концентрация субстрата до обмена на следующем шаге квазинепрерывного культиви-

рования.
Величину изменения концентрации субстрата (31) на промежутке времени ∆𝑡 можно выра-

зить через скорость потребления субстрата и скорость протока. Из (29), (31) и (16) следует:

Δ𝑆𝑖
Δ𝑡 = 𝑆(−)

𝑖 − 𝑆𝑖
Δ𝑡 − 𝑆(−)

𝑖 − 𝑆𝑖+1
Δ𝑡 = 𝜔 (𝑆𝑖−1 − 𝑆𝑖) − 𝑃 𝑆𝑖

, (32)

где 𝑃 𝑆𝑖
— средняя скорость потребления лимитирующего субстрата клетками на промежутке

времени ∆𝑡.
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Доля кремния в биомассе C. closterium при разных условиях культивирования изменяется
незначительно, поэтому можно предположить, что для любой скорости протока величина 𝑌н по-
стоянна. В таком случае скорость потребления субстрата 𝑃 𝑆𝑖

будет пропорциональна скорости
роста 𝑃 𝑖 микроводорослей. Следовательно, с учётом (19) выражение (32) представляется в виде:

Δ𝑆𝑖
Δ𝑡 = 𝜔 (𝑆𝑖−1 − 𝑆𝑖) − 𝑌н ⋅ ̃𝜇𝑖 ⋅ 𝐵𝑖. (33)

Решение данного уравнения позволит описать динамику концентрации лимитирующего рост
субстрата квазинепрерывной культуры в многоступенчатом хемостате. Для частного случая
(при непрерывном протоке питательной среды) это уравнение приведено в работах [Перт, 1978;
Фенцл, 1968].

Для условий стационарного динамического равновесия из (33) можно выразить 𝐵𝑖:

𝐵𝑖 = 𝜔
̃𝜇𝑖

(𝑆𝑖−1 − 𝑆𝑖)
𝑌н

; ̃𝜇𝑖 = 𝜔
𝐵𝑖

(𝑆𝑖−1 − 𝑆𝑖)
𝑌н

= 𝜔 (𝑆𝑖−1
𝑆𝑖

− 1). (34)

Из (5) найдём 𝑆𝑖( ̃𝜇𝑖):

𝑆𝑖( ̃𝜇𝑖) = 𝐾𝑆 ⋅ ̃𝜇𝑖
𝜇𝑚 − ̃𝜇𝑖

. (35)

Затем (24) и (35) подставим в (34):

𝐵𝑖 = 𝜔
̃𝜇𝑖

1
𝑌н

(𝑆𝑖−1 − 𝐾𝑆 ⋅ ̃𝜇𝑖
𝜇𝑚 − ̃𝜇𝑖

) = 𝜔
𝜔 ⋅ 𝜖𝑖

1
𝑌н

(𝑆𝑖−1 − 𝐾𝑆 ⋅ 𝜔 ⋅ 𝜖𝑖
𝜇𝑚 − 𝜔 ⋅ 𝜖𝑖

). (36)

Отсюда получим зависимость плотности культуры в i-й ступени от скорости разбавления:

𝐵𝑖(𝜔) = 1
𝜖𝑖

1
𝑌н

(𝑆𝑖−1 − 𝐾𝑆 ⋅ 𝜔
1
𝜖𝑖

𝜇𝑚 − 𝜔). (37)

В частном случае, для первой ступени хемостата, когда культуру разбавляют питательной
средой (𝑆𝑖−1 = 𝑆0; 𝜖𝑖 = 1), с учётом (26) запишем:

𝐵1(𝜔) = 1
𝑌н

(𝑆0 − 𝐾𝑆 ⋅ 𝜔
𝜇𝑚 − 𝜔). (38)

Подставляя в последнее выражение численные значения наблюдаемой потребности в крем-
нии из табл. 2, константы насыщения из (5) и концентрации кремния в питательной среде RS
𝑆0 = 0,115 г·л−1, методом наименьших квадратов по экспериментальным данным определим 𝜇𝑚.
На рис. 6 показано соответствие экспериментальных данных и теоретической кривой (38) с рас-
считанным значением 𝜇𝑚 = 1,05 сут−1 (𝑅2 = 0,97). При расчёте значение плотности культуры
при 𝜔 = 0,9 сут−1 не учитывали. Как было сказано выше, при данной скорости протока регистри-
ровали пристеночный рост C. closterium.

Подставляем значение 𝜇𝑚 = 1,05 сут−1 в (38) и получаем для условий нашего эксперимента
зависимость плотности культуры в первой ступени хемостата от удельной скорости протока:

𝐵1(𝜔) = 1
0,035 (0,115 − 0,028 ⋅ 𝜔

1,05 − 𝜔). (39)
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Рис. 6. Зависимость плотности культуры от удельной скорости протока 𝜔 в условиях стационарного
динамического равновесия: 1 — первая ступень хемостата, расчёт по уравнению (38) (𝑅2 = 0,97);
2 — вторая ступень, расчёт по уравнению (45) (𝑅2 = 0,96). В расчётах значение для 𝜔 = 0,9 сут−1
не учитывали (объяснение см. в тексте). Пунктиром указана критическая скорость разбавления
𝜔кр = 0,84 сут−1

Fig. 6. The dependence of culture density on the dilution rate 𝜔 under conditions of stationary dynamic equi-
librium: 1, the first stage of the chemostat, calculation according to equation (38) (𝑅2 = 0.97); 2, the second
stage, calculation according to equation (45) (𝑅2 = 0.96). In the calculations, the value for 𝜔 = 0.9 day⁻¹
was not taken into account (see text for an explanation). The dotted line denotes the critical dilution
rate 𝜔кр = 0.84 day⁻¹

Отметим следующее. В табл. 2 указано значение наблюдаемой потребности в кремнии
𝑌н = 38,2 мг·г−1, однако, по результатам наших расчётов, в проточной культуре величина на-
блюдаемой потребности 𝑌пр = 35,0 мг·г−1. Объяснить занижение можно проявлением процессов
автоселекции у микроорганизмов в проточной культуре [Гительзон и др., 1973]. Соответственно,
для накопительной культуры потребность в кремнии 𝑌н = 38,2 мг·г−1, а для проточной культуры
𝑌пр = 35,0 мг·г−1.

Анализируя выражение (38), можно заметить, что при некоторой критической скорости раз-
бавления 𝜔кр значение 𝐵1 обращается в нуль (рис. 6). В нашем эксперименте критическая
скорость разбавления (см. рис. 6) составила:

𝜔кр(𝐵1) = 𝜇𝑚
𝑆0 − 𝑌пр ⋅ 𝐵1

𝑆0 + 𝐾𝑆 − 𝑌пр ⋅ 𝐵1
; 𝜔кр(0) = 𝜇𝑚

𝑆0
𝑆0 + 𝐾𝑆

= 1,05 ⋅ 0,115
0,115 + 0,028 = 0,84 сут−1.

Следовательно, с учётом (26) для условий нашего эксперимента предельное значение
̃𝜇1 = 0,84 сут−1. В сравнении с удельной скоростью роста 𝜇н = 0,7 сут−1, полученной в накопи-

тельной культуре [см. (1)], это значение несколько выше, что связано с процессами автоселекции
в проточной культуре [Гительзон и др., 1973].

Таким образом, для условий нашего эксперимента в накопительной культуре удельная ско-
рость роста 𝜇н = 0,7 сут−1, её предельное значение в проточной культуре ̃𝜇1 = 0,84 сут−1, а её мак-
симально возможное значение при лимитировании роста C. closterium кремнием 𝜇𝑚 = 1,05 сут−1.
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Заметим, что максимальное значение 𝜇𝑚 входит в выражение (5) и представляет собой некото-
рую видоспецифическую характеристику субстратзависимого роста C. closterium (определяемую
генетикой вида) при лимитировании роста кремнием.

Получить зависимость 𝐵2(𝜔) для второй ступени хемостата из (37) в явном виде нель-
зя (как это возможно для первой ступени), так как 𝜖2 ≠ 1. Для получения зависимости 𝐵2(𝜔) вос-
пользуемся связью (23). Если подставить (23) в (38), получится зависимость плотности культуры
во второй ступени от 𝜔 и 𝜇2:

𝐵2(𝜔, 𝜇2) = 𝜔
𝜔 − ̃𝜇2

1
𝑌пр

(𝑆0 − 𝐾𝑆 ⋅ 𝜔
𝜇𝑚 − 𝜔). (40)

Поскольку угол наклона 𝑞𝑖 у линейной зависимости (24) постоянен и легко может быть найден
из экспериментальных данных, для второй ступени хемостата можно записать:

𝐵2(𝜔) = 𝑞2
𝑌пр

(𝑆0 − 𝐾𝑆 ⋅ 𝜔
𝜇𝑚 − 𝜔). (41)

Аналогично для i-й ступени (𝑖 ≥ 2):

𝐵𝑖(𝜔, 𝜇2, … 𝜇𝑖) = 𝜔𝑖−1

𝑖
∏

𝑘=2
(𝜔 − ̃𝜇𝑘)

1
𝑌пр

(𝑆0 − 𝐾𝑆 ⋅ 𝜔
𝜇𝑚 − 𝜔). (42)

Если 𝑞𝑖 — постоянная величина для любой пары соседних ступеней, то и произведение
𝑞2 · 𝑞3 · … · 𝑞𝑖 будет величиной постоянной. Следовательно:

𝐵𝑖(𝜔) =

𝑖
∏

𝑘=2
𝑞𝑘

𝑌пр
(𝑆0 − 𝐾𝑆 ⋅ 𝜔

𝜇𝑚 − 𝜔). (43)

По данным нашего эксперимента (рис. 5), угол наклона у зависимости 𝐵2 от 𝐵1 равен:

𝑞2 = 𝜔
𝜔 − ̃𝜇2

= tg𝛼 = 1,11. (44)

Поэтому для условий нашего эксперимента зависимость плотности культуры во второй ступени
хемостата от скорости разбавления можно представить следующим образом:

𝐵2(𝜔) = 1,11 1
𝑌пр

(𝑆0 − 𝐾𝑆 ⋅ 𝜔
𝜇𝑚 − 𝜔) = 1,11

0,035 (0,115 − 0,028 ⋅ 𝜔
1,05 − 𝜔). (45)

На рис. 6 показаны зависимость плотности культуры во второй ступени хемостата от удельной
скорости протока и соответствие экспериментальных данных и теоретической кривой (45).

Найдём величину урожая при различных режимах культивирования. Для этого подсчитаем
суммарную продуктивность культуры в i ступенях хемостата в условиях стационарного динами-
ческого равновесия. Из выражения для продуктивности i-й ступени (22) ясно, что суммарная
продуктивность всех ступеней хемостата 𝑅𝑖 (всей системы культивирования) равна:

𝑅𝑖 =
𝑖

∑
𝑘=1

𝑃 𝑘 = 𝜔 ⋅ 𝐵𝑖. (46)
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Следовательно, урожай (𝐻𝑖) системы культивирования, состоящей из i ступеней, в условиях
стационарного динамического равновесия за некоторое фиксированное время составит (г·л−1):

𝐻𝑖(𝑡) = 𝑅𝑖 ⋅ 𝑡 = 𝜔 ⋅ 𝐵𝑖 ⋅ 𝑡, (47)

где 𝑡 — время культивирования, сут.
Для нахождения продуктивности многоступенчатого хемостата подставим выражение (43)

в (46):

𝑅𝑖(𝜔) = 𝜔

𝑖
∏

𝑘=2
𝑞𝑘

𝑌пр
(𝑆0 − 𝐾𝑆 ⋅ 𝜔

𝜇𝑚 − 𝜔). (48)

Для частного случая, 𝑅1(𝜔) и 𝑅2(𝜔), имеем:

𝑅1(𝜔) = 𝜔 1
𝑌пр

(𝑆0 − 𝐾𝑆 ⋅ 𝜔
𝜇𝑚 − 𝜔); 𝑅2(𝜔) = 𝜔 𝑞2

𝑌пр
(𝑆0 − 𝐾𝑆 ⋅ 𝜔

𝜇𝑚 − 𝜔). (49)

Аналогичное выражение для одноступенчатого хемостата было получено в [Перт, 1978].
Подставляя экспериментальные значения и 𝑞2 = 1,11 [см. (44)] в (49), имеем:

𝑅1(𝜔) = 𝜔 1
0,035 (0,115 − 0,028 ⋅ 𝜔

1,05 − 𝜔); 𝑅2(𝜔) = 𝜔 1,11
0,035 (0,115 − 0,028 ⋅ 𝜔

1,05 − 𝜔). (50)

Таким образом, получены зависимости продуктивности одно- и двухступенчатого хемостата
от удельной скорости протока. На рис. 7 представлено соответствие экспериментальных данных
и теоретических кривых (50).

Найдём оптимальное значение удельной скорости протока 𝜔𝑜𝑝𝑡, при котором продуктивность
многоступенчатого хемостата максимальна. Для этого продифференцируем функцию (48) по 𝜔:

𝑅′
𝑖(𝜔) =

𝑖
∏

𝑘=2
𝑞𝑘

𝑌пр

(𝐾𝑆 + 𝑆0)𝜔2 − 2𝜇𝑚𝜔(𝐾𝑆 + 𝑆0) + 𝜇2
𝑚𝑆0

(𝜇𝑚 − 𝜔)2 . (51)

При 𝑅′
𝑖(𝜔) = 0 получаем квадратное уравнение:

𝜔2 − 2𝜇𝑚𝜔 + 𝜇2
𝑚𝑆0

𝐾𝑆 + 𝑆0
= 0. (52)

Один из корней этого уравнения не имеет смысла, так как должно выполняться условие 𝜇𝑚 > 𝜔;
второй корень — оптимальное значение удельной скорости протока, при котором достигается
максимальная продуктивность всей многоступенчатой системы культивирования:

𝜔𝑜𝑝𝑡 = 𝜇𝑚 (1 − √ 𝐾𝑆
𝑆0 + 𝐾𝑆

). (53)

Отметим, что в последнем выражении величина 𝜔𝑜𝑝𝑡 не зависит от числа ступеней,
поэтому (53) можно использовать для расчёта оптимальной удельной скорости протока
как для одноступенчатого хемостата, так и для многоступенчатого.
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Рис. 7. Зависимость продуктивности хемостата в условиях стационарного динамического равнове-
сия от удельной скорости протока: 1 и 2— расчёт по уравнению (50) (𝑅2 = 0,98) для одно- и двухсту-
пенчатого хемостата соответственно. В расчётах значение для𝜔 = 0,9 сут−1 не учитывали (объяснение
см. в тексте). Стрелкой указано оптимальное значение удельной скорости протока𝜔𝑜𝑝𝑡 = 0,59, при ко-
тором достигается максимальная продуктивность. Для сравнительной оценки пунктиром показана
продуктивность накопительной культуры [см. (55) и (56)]
Fig. 7. Dependence of the chemostat productivity under conditions of stationary dynamic equilibrium
on the dilution rate: 1 and 2 denote calculation according to equation (50) (𝑅2 = 0.98) for a one- and two-
stage chemostat, respectively. In the calculations, the value for 𝜔 = 0.9 day⁻¹ was not taken into account (see
text for an explanation). The arrow indicates the optimal value of the dilution rate 𝜔𝑜𝑝𝑡 = 0.59, at which
the maximum productivity is achieved. For a comparative assessment, the dotted line shows the productivity
of the batch culture [see (55) and (56)]

Рассчитаем оптимальную удельную скорость протока для условий нашего эксперимента:

𝜔𝑜𝑝𝑡 = 1,05 (1 − √ 0,028
0,115 + 0,028 ) = 0,59 сут−1. (54)

А также по формулам (39), (45) и (50) сделаем расчёт плотности культуры и продуктивности
для каждой ступени хемостата при 𝜔𝑜𝑝𝑡 = 0,59 сут−1. По формуле (47) найдём величину уро-
жая одно- и двухступенчатого хемостата при оптимальной скорости протока за четверо суток
культивирования. Результаты расчёта представим в табл. 3.

Проведём сравнение количества полученного урожая за фиксированный промежуток вре-
мени в условиях накопительного и проточного культивирования. Накопительное культивирова-
ние продолжалось пять суток, поэтому расчёты будем вести для 𝑡н = 5 сут. Если накопитель-
ную культуру в момент достижения максимальной плотности 𝐵𝑚 (начальный момент стацио-
нарной фазы роста) разбавить до исходной плотности 𝐵0, то рост в накопительной культуре
будет продолжен, и максимальная плотность снова будет достигнута через промежуток време-
ни 𝑡н. В условиях повторения циклов разбавления накопительной культуры через промежутки
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времени 𝑡н накопительная культура становится частью проточного квазинепрерывного культиви-
рования с промежутком времени между процедурами разбавления 𝑡 − 𝑡0 = 𝑡н. Средняя продуктив-
ность, относительная скорость роста и урожай на этом промежутке могут быть представлены как:

𝑃 н = 𝐵𝑚 − 𝐵0
𝑡 − 𝑡0

= 𝐵н
𝑡н

; ̃𝜇н = 1
𝐵𝑚

𝐵𝑚 − 𝐵0
𝑡 − 𝑡0

= 𝑃 н
𝐵𝑚

; 𝐵н = 𝑃 н ⋅ 𝑡н. (55)

С другой стороны, ввиду (46) и (47), для квазинепрерывной культуры средняя продуктивность,
относительная скорость роста и урожай имеют вид:

𝑅𝑖 = 𝜔 ⋅ 𝐵𝑖; ̃𝜇1 = 𝜔; 𝐻пр = 𝑅𝑖 ⋅ 𝑡н = 𝜔 ⋅ 𝐵𝑖 ⋅ 𝑡н. (56)

Сравнивая продуктивности двух квазинепрерывных культур, (55) и (56), при оди-
наковой относительной скорости протока в условиях стационарного динамического
равновесия (𝜔 = ̃𝜇1 = ̃𝜇н), имеем:

𝑅𝑖
𝑃 н

= 𝜔 ⋅ 𝐵𝑖
̃𝜇н ⋅ 𝐵𝑚

= 𝐵𝑖
𝐵𝑚

< 1.

Следовательно, для условий ̃𝜇н = 𝜔 накопительное культивирование более выгодно. Однако
при увеличении скорости протока, ̃𝜇н < 𝜔 ≤ 𝜔𝑜𝑝𝑡, более выгодной становится проточная культура.
При этом максимальная выгода одноступенчатого хемостата будет достигнута при оптимальной
скорости протока 𝜔𝑜𝑝𝑡 (рис. 7).

Для расчёта продуктивности накопительной культуры подставим численные значения из на-
шего эксперимента в (55). В результате получим: 𝑃 н = 0,62 г·л−1·сут−1; ̃𝜇н = 0,19 сут−1;
𝐵н = 3,1 г·л−1. Для расчёта продуктивности хемостата для каждого из стационарных состояний
воспользуемся выражением (56). Результаты расчёта внесём в табл. 3.

Таблица 3. Продукционные характеристики культуры Cylindrotheca closterium в одно- и двухступен-
чатом хемостате в условиях стационарного динамического равновесия:𝜔—удельная скорость прото-
ка, сут−1; 𝐵1, 𝐵2 — плотность культуры в первой и второй ступенях соответственно, г·л−1; ̃𝜇1, ̃𝜇2 —
удельная скорость роста в первой и второй ступенях; 𝑅1, 𝑅2 — продуктивность одно- и двухсту-
пенчатого хемостата, г·л−1·сут−1; 𝑃 2 — продуктивность второй ступени хемостата; 𝐻1(5), 𝐻2(5) —
урожай, полученный в одно- и двухступенчатом хемостате за период времени 𝑡н = 5 суток, г
Table 3. Cylindrotheca closterium production characteristics in a one- and two-stage chemostat under sta-
tionary dynamic equilibrium conditions: 𝜔, the dilution rate, day⁻¹; 𝐵1, 𝐵2, the culture density in the first
and second stages, respectively, g·L⁻¹; ̃𝜇1, ̃𝜇2, specific growth rate in the first and second stages; 𝑅1, 𝑅2,
productivity of a one- and two-stage chemostat, g·L⁻¹·day⁻¹; 𝑃 2, productivity of the chemostat second stage;𝐻1(5), 𝐻2(5), yield received in a one- and two-stage chemostat over a period of time 𝑡н = 5 days, g

𝜔 𝐵1 𝜇1 𝑅1 𝐻1(5) 𝐵2 𝜇2
𝑃 2 =

𝑅2 – 𝑅1
𝑅2 𝐻2(5)

0,1 3,44 0,1 0,344 1,72 4,19 0,02 0,074 0,419 2,09
0,3 3,05 0,3 0,915 4,58 3,40 0,03 0,106 1,021 5,10
0,5 2,56 0,5 1,281 6,40 2,84 0,05 0,139 1,420 7,10

𝜔𝑜𝑝𝑡 = 0,59 2,29 0,59 1,348 6,76 2,54 0,06 0,150 1,498 7,51
0,7 1,70 0,7 1,191 5,95 1,88 0,07 0,123 1,314 6,57
0,9 0,59 0,9 0,534 2,67 0,66 0,09 0,057 0,591 2,96
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Из сравнения результатов расчётов видно, что при 𝜔 = 0,1 на промежутке времени 𝑡н проточ-
ная культура даёт меньший урожай, чем накопительная. Проточное культивирование становится
выгодным при бόльших скоростях протока. Максимальный урожай будет достигнут при опти-
мальной скорости протока:𝑅1(0,59) = 1,35 г·л−1·сут−1;𝐻1(5) = 6,76 г·л−1. Соответственно, культи-
вирование C. closterium в одноступенчатом хемостате выгоднее периодического в 2,2 раза.

Сравним продуктивность одно- и двухступенчатого хемостата при условии поступления в си-
стему культивирования на единицу объёма суспензии микроводорослей одинакового количества
лимитирующего субстрата. Рабочий объём каждой ступени хемостата равен 𝑉 , а значит, суммар-
ный объём суспензии микроводорослей в двухступенчатом хемостате составляет 2𝑉 . Следова-
тельно, для соблюдения условий сравнения необходимо вдвое увеличить рабочий объём одно-
ступенчатого хемостата или вдвое уменьшить удельную скорость протока. Учитывая (24) и (46),
запишем:

𝑅2
𝑅1

= 𝜔𝐵2
𝜔
2 𝐵1

= 2𝐵2
𝐵1

= 2 ⋅ 𝑞2 > 1.

Отсюда следует, что в указанных выше условиях двухступенчатая система культивирования бо-
лее продуктивна, чем одноступенчатая. Данные о продуктивности одно- и двухступенчатого
хемостата представлены в табл. 3.

Заключение.Проведённые исследования продемонстрировали, что культура диатомовой во-
доросли Cylindrotheca closterium характеризуется достаточно высокими показателями продуктив-
ности как в накопительной, так и в проточной культуре. В накопительной культуре удельная
скорость роста 𝜇н = 0,7 сут−1, а время удвоения биомассы 𝑡𝑑 = 0,987 сут. В проточной культу-
ре при критической скорости разбавления предельное значение удельной скорости роста куль-
туры ̃𝜇1 составляет 0,84 сут−1. Для условий нашего эксперимента в одно- и двухступенчатом
хемостате максимальная продуктивность зарегистрирована при оптимальной скорости прото-
ка 𝜔𝑜𝑝𝑡 = 0,59 сут−1 (𝑅1 = 1,348 г·л−1·сут−1 и 𝑅2 = 1,498 г·л−1·сут−1 соответственно). Экспери-
ментально показано, что в проточной культуре продуктивность C. closterium в 2,2 раза выше,
чем в периодической.

На основе экспериментальных данных проведён расчёт двух параметров уравнения Моно —
максимальной удельной скорости роста 𝜇𝑚 и константы насыщения 𝐾𝑆 — при лимитирова-
нии роста C. closterium кремнием; значения составили 1,05 сут−1 и 0,028 г·л−1 соответствен-
но. Также рассчитана наблюдаемая потребность C. closterium в кремнии в проточной культуре
𝑌пр = 35 мг·г−1. Показано, что наблюдаемая потребность в кремнии в проточной культуре ниже,
чем в накопительной, на 7,9 %. Заметим: величи́ны 𝜇𝑚, 𝐾𝑆 и 𝑌пр являются важными физиологи-
ческими характеристиками диатомовой водоросли C. closterium и играют ключевую роль при про-
ектировании промышленных систем для интенсивного культивирования микроводорослей.

Работа выполнена в рамках государственного задания ФИЦ ИнБЮМ по теме «Исследование меха-
низмов управления продукционными процессами в биотехнологических комплексах с целью разработки
научных основ получения биологически активных веществ и технических продуктов морского генезиса»
(№ гос. регистрации 121030300149-0).
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PRODUCTION CHARACTERISTICS OF A CULTURE OF THE DIATOM
CYLINDROTHECA CLOSTERIUM (EHRENBERG) REIMANN ET LEWIN

IN A TWO-STAGE CHEMOSTAT

R. G. Gevorgiz1, S. N. Zheleznova1, and A. S. Malakhov2

1A. O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of RAS, Sevastopol, Russian Federation
2National Research Tomsk Polytechnic University, Tomsk, Russian Federation

E-mail: r.gevorgiz@yandex.ru

The advantages and disadvantages of flow and batch microalgae cultivation are discussed. The benefits
of the flow cultivation are indicated, in particular in a quasi-continuous mode in a two-stage chemo-
stat. It is proposed to use the culture of the benthic diatom Cylindrotheca closterium as a producer
of valuable substances since this species has several useful properties of both biological and technolog-
ical nature. Specifically: 1) C. closterium is characterized by relatively high production rates; 2) it ef-
ficiently utilizes light energy which removes restrictions on the location of production in areas with
a small number of sunny days per year; 3) it has a rather low temperature optimum for growth which
is significant for the implementation of industrial technologies in Russian Federation; and 4) it has
the specific density of cells of more than one, therefore, cells quickly enough sink to the photobioreac-
tor bottom in the absence of the culture aeration (this simplifies the separation of biomass from the cul-
ture medium and reduces its cost). The aim of this work is to analyze the production characteris-
tics of the quasi-continuous C. closterium culture in the two-stage chemostat. The studies were car-
ried out at a temperature of (20 ± 1) °C and irradiation of 150 μmol quanta·m⁻²·s⁻¹. The chemostat
for C. closterium cultivation consisted of two glass 3-L photobioreactors of the plane-parallel type,
each having a working thickness of 5 cm and a working surface of 0.03 m². The cultivation was car-
ried out on the nutrient medium RS with a constant aeration (the speed was of 1.5 L of air per 1 L
of culture per min). The culture was examined at different dilution rates of the nutrient medium:
0.1; 0.3; 0.5; 0.7; and 0.9 day⁻¹. The growth parameters of the batch culture were calculated: the spe-
cific growth rate 𝜇н = 0.7 day⁻¹; the time for doubling the biomass 𝑡𝑑 = 0.987 days. The maximum
productivity of a one- and two-stage chemostat was registered at the optimal dilution rate of 0.59 day⁻¹;
the values were 1.348 and 1.498 g·L⁻¹·day⁻¹, respectively. As found experimentally, C. closterium pro-
ductivity in the flow culture is 2.2 times higher than in the batch culture. The experimental data were
used to calculate the maximum specific growth rate 𝜇𝑚 and the saturation constant 𝐾𝑆 with limit-
ing C. closterium growth by silicon; the values were 1.05 day⁻¹ and 0.028 g·L⁻¹, respectively. It was
shown that the observed need for silicon in the flow culture (𝑌пр = 35 mg·g⁻¹) is lower by 7.9 % than
in the batch culture (𝑌н = 38 mg·g⁻¹). For the diatom C. closterium, 𝜇𝑚, 𝐾𝑆, and 𝑌пр are important
physiological characteristics; those play the key role in the design of industrial systems for intensive
microalgae cultivation.
Keywords: Cylindrotheca closterium, chemostat, mathematical model
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