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ABSTRACT. The development of sustainable biotechnologies for microalgal biomass production 
requires optimization of cultivation conditions and evaluation of productivity under natural illumina-
tion, accounting for the natural dynamics of environmental factors. The aim of this study was to assess 
the effect of carbon supply on production characteristics, diurnal growth dynamics, and night biomass 
loss during pilot‑scale cultivation of the green microalga Tetraselmis viridis in southern Russia (mid‑lati-
tudes). The experiment was conducted in batch mode in open ponds under natural solar illumination in 
spring. In the control treatment, no additional carbon source other than atmospheric air was used, while 
in the experimental treatment, CO2 was supplied to the culture with pH maintained up to 8.5. Biomass 
concentration, cell number, average daily productivity, daily production, night biomass loss, and photo-
synthetic efficiency were determined. In the control treatment, batch growth was limited to 8 days, with 
maximum average daily productivity of 6.5 g m-2 day-1 and a total yield of 43.5 g m-2; growth was con-
strained by a pH increase to 10.5–10.8. Supplementary CO2 supply increased productivity 1.4‑fold (up 
to 9.5 g m-2 day-1), daily production 1.9‑fold (up to 14.6 g m-2), maximum biomass to 1.12 g L-1, and total 
yield 2.4‑fold (103 g m-2). Meanwhile, night biomass loss decreased from 12.5 % to 9.5 % of the evening 
biomass, and photosynthetic efficiency increased from 7.1 % to 12 % on average (reaching up to 17 % 
on certain days). Under carbon‑sufficient conditions, night biomass loss was positively correlated with 
daily production. It was also shown that photosynthetic efficiency was negatively correlated with daily 
irradiance. Thus, CO2 enrichment of T. viridis culture not only overcomes carbon limitation and extends 
the linear growth phase but also improves solar energy utilization and reduces night losses. These find-
ings can serve as a basis for optimizing T. viridis cultivation technologies in open systems for biomass 
production intended for aquaculture, biofuel, and other biotechnological applications.
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1.	Introduction

In the modern bioeconomy, there is a steady 
trend toward expanding the application of microalgae 
and cyanobacteria in the food industry, agriculture 
and aquaculture, pharmacy and nutraceutical produc-
tion, bioremediation, and biofuel development (López-
Hernández et al., 2022). The microalga Tetraselmis 
viridis (Chlorodendrophyceae, Chlorophyta) is a prom-
ising candidate for algal biotechnology and is also 
considered a potential feedstock for biofuel produc-
tion (Isdepsky and Borowitzka, 2019) due to its rapid 
growth and high lipid content.

The broad tolerance of Tetraselmis species to salin-
ity and temperature fluctuations facilitates their use in 
large-scale biotechnological production (Mehariya et 
al., 2024). Owing to its high nutritional value, includ-
ing polyunsaturated fatty acids, Tetraselmis is widely 
used as a feed organism in aquaculture (Tulli et al., 
2012) and also shows potential for the enrichment of 
functional foods (Paterson et al., 2023).

Sustainable production of microalgal biomass 
and valuable components requires the development of 
cultivation technologies that account for speciesspe-
cific strain characteristics (productivity, environmental 
requirements), cultivation systems (photobioreactor 
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construction, cultivation mode), and the climatic fea-
tures of the cultivation site, particularly, diurnal and 
seasonal dynamics of illumination and temperature. 
Most biotechnological production facilities for microal-
gae and cyanobacteria operate using solar energy, 
employing either open raceway ponds or closed photo-
bioreactors (Novoveská et al., 2023). Although microal-
gae utilize solar energy efficiently under natural illumi-
nation, which significantly decreases operational costs 
compared to artificial lighting, biomass loss occurs 
during the night due to dark respiration (Edmundson 
and Huesemann, 2015). Furthermore, under pilot-scale 
conditions, culture productivity is influenced by vari-
able environmental factors (light intensity, tempera-
ture), scaling-up effects, and the supply of carbon nutri-
tion necessary for photosynthesis. However, laboratory 
conditions do not allow accurate prediction of strain 
productivity in the dynamically changing environment 
of open ponds. Therefore, trials under natural illumi-
nation and the development of cultivation regimes 
that account for real‑time diurnal fluctuations in light 
and temperature are essential (Holdmann et al., 2019; 
Sarker and Kaparaju, 2023). Southern Russia, and par-
ticularly the Crimean region, offers several advantages 
for biotechnological microalgae production under nat-
ural light: sufficient daylength and solar energy input, 
a mild climate that enables biomass harvesting even 
during autumn and spring months, and proximity to 
seawater sources for the cultivation of marine microal-
gal species.

Even when light intensity and mineral nutrient 
availability are sufficient, a lack of a carbon source 
can limit production characteristics. Increased carbon 
availability in the culture medium can be achieved by 
supplying gaseous CO2 or bicarbonates in photoauto-
trophic cultures, or by adding organic carbon sources 
(e.g., glucose, glycerol) in mixotrophic cultures of 
microalgae and cyanobacteria (Agbebi et al., 2022; Zhu 
et al., 2023). The use of CO2 as an inorganic carbon 
source in microalgae and cyanobacteria cultivation not 
only eliminates growth limitation caused by carbon 
depletion but also enables carbon dioxide sequestration 
(Agbebi et al., 2022). The efficiency of CO2 sequestra-
tion and the productivity of microalgal cultures depend 
on a complex of factors, including the method of carbon 
delivery to the cultivation system (Zheng et al., 2018), 
as well as the photobioreactor design, light intensity, 
temperature, and the physiological characteristics of 
the microalgal strain used (Zhu et al., 2023; Sarmah 
and Panda, 2026).

Studies on the growth of T. viridis in open 
ponds under natural illumination are rather scarce. 
For instance, the study (Zhondareva and Trenkenshu, 
2019) investigated growth during the summer period 
but did not assess the diurnal dynamics of production 
characteristics. Meanwhile, the diurnal dynamics of T. 
viridis culture density was examined (Gorbunova and 
Avsiyan, 2022); however, the study period was limited 
to only three days.

Thus, the aim of this study was to evaluate the 
effect of carbon supply on the production characteris-
tics of T. viridis under pilotscale cultivation with natu-

ral illumination in the Sevastopol region, including the 
diurnal dynamics of growth parameters in relation to 
the natural daily cycles of solar irradiance.

2.	Materials and methods
2.1.	 Microalgae strain and nutrient 
medium

The unialgal culture of green unicellular microal-
gae Tetraselmis viridis (Roukhijajnen) R.E.Norris, Hori 
& Chihara 1980 was used as the research object. The 
studied strain was IBSS-25 from the Collection of 
Hydrobionts of the World Ocean from the Scientific 
and Educational Center for Collective Use of A.O. 
Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas 
of RAS (IBSS). The IBSS-25 strain was isolated from 
Black Sea in 1987. The nutrient medium for marine 
microalgae according to Trenkenshu et al. (1981) was 
used for cultivation, with the following ingredients, 
g L-1: NaNO3 – 1.8; NaH2PO4×2H20 – 0.3; EDTA-Na2 – 
0.037; FeC6H5O7×3H20 – 0.042; MnCl2×4H20 – 0.008; 
Co(NO3)2×6H20 – 0.00625; (NH4)6Mo7O24×4H20 
– 0.00183; K2Cr2(SO4)2×4H20 – 0.00238). The nutri-
ent medium was prepared using artificial seawater 
(Harrison et al., 1980). The inoculum used was a T. vir-
idis culture that had been preadapted to cultivation 
conditions under natural illumination for five days. The 
initial biomass density of the culture was 0.09 g L⁻¹, and 
the initial cell density was 4.31×106 cells mL–1.

2.2.	 Cultivation conditions

Microalgae cultivation was performed in open 
ponds located in a greenhouse algobiotechnological 
unit of IBSS, Sevastopol (N. 44°61.564´, E. 33°50.463´) 
in spring (the last decade of March). The rectangular 
ponds (1×1 m) covered with polyethylene film were 
used as photobioreactors. The pond surface was 1 m2, 
the culture depth was 10 cm, the culture volume was 
100 L. The growing was performed in batch mode for 
12 days. The culture layer depth and volume were kept 
constant by daily addition of tap water prior to sam-
pling in order to compensate water evaporation. The 
quality of tap water complied with SanPiN 1.2.3685-
21. No additional water sterilization was performed.

The microalgal suspension was constantly 
mixed using aquarium electric pumps Atman AT-202 
(Chuangxing Electrical Appliances Co., Ltd, China) 
with 1200 L h–1 mixing rate. The light intensity level 
was determined by the natural solar irradiance, taking 
into account a 50% attenuation of visible light due to 
transmission through the polycarbonate greenhouse. 
The photoperiod ranged from 12 to 12.5 hours. The 
temperature of microalgal suspension was maintained 
at no less than 23 °C using an Atman AT‑50W aquar-
ium heater (Atman, China). In the control treatment, 
no additional carbon source was supplied; atmospheric 
air served as the CO2 source for growth. In the exper-
imental treatment, CO2 was used as the inorganic car-
bon source, and its supply was regulated by a pH con-
troller (Aqua Medic pH 2001, Aqua Medic, Germany), 
with the pH maintained within the range of 6.8 to 8.5. 
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When the pH in the pond rose above 8.5, a signal from 
the sensor was transmitted to the pH controller, which 
triggered the supply of gaseous CO2 into the culture 
through a PVC tube terminating in a needle with an 
internal diameter of 0.5 mm. Each treatment was per-
formed in duplicate.

2.3.	 Analytical methods and calculations

Sampling for culture density, temperature, 
and pH was performed five times during the daylight 
period, from 9:30 to 18:00 with 2–2.5 h intervals. 
The suspension temperature was measured using a 
mercury thermometer with an absolute measurement 
error of ±0.5 °C, and the culture pH was measured 
with an I‑150 pH meter (Izmeritelnaya tehnika Ltd., 
Russia). The total daily irradiance in the photosynthet-
ically active radiation (PAR) range was determined 
based on data from the NASA POWER Project (https://
power.larc.nasa.gov/data-access-viewer/), taking into 
account the attenuation of irradiance by the polycar-
bonate greenhouse. A 4‑mm thick cellular greenhouse 
polycarbonate with a UV filter was used. A preliminary 
study showed that the photosynthetically active radia-
tion (PAR) irradiance in the greenhouse was reduced 
by 50%. The dynamics of culture temperature, surface 
irradiance, and pH of the cell suspension during the 
experiment are shown in Fig. 1.

Culture density was determined photometri-
cally. The optical density of the culture was measured 
in glass cuvettes with a light path length of 5 mm at a 
wavelength of 750 nm using a Unico-2100 photome-

ter (UNICO (Shanghai) Instrument Co. Ltd, China). To 
convert optical density units (D750, o.d.u.) to biomass 
dry weight units (B, g L-1), a pre‑determined conver-
sion factor k=0.8 g L-1 o.d.u.-1 (Borovkov and Gevorgiz, 
2005) was used:

B k D� �
750

.
Сell density (N, cell mL-1) counts were per-

formed with hemocytometer (Gorjayev’s chamber, 
MiniMed, Russia) using light microscope Carl Zeiss 
Axiostar Plus (Carl Zeiss company, Germany) once a 
day. Concurrently, light microscopy was used to assess 
culture purity and to confirm the absence of contami-
nation by over microalgae or protozoa.

The maximum average diurnal productivity (Pm) 
was calculated by approximating biomass growth curve 
at the linear growth phase:

( )l m lB B P t t= + × − ,
where Bl is culture density at the beginning of linear 
growth phase; tl is the time at the beginning of linear 
growth phase (Lelekov and Trenkenshu, 2007).

Specific growth rate in terms of biomass (µB) was 
calculated as follows:

�B B B t� �ln( ) ln( ) /
2 1 ,

where B2 is final biomass, B1 is initial biomass, t is time.
Specific growth rate in terms of cell density (µN) 

was calculated as:
�N N N t� �ln( ) ln( ) /

2 1 ,
where N2 is final cell density, N1 is initial cell density, 
t is time.

Total night biomass loss (NBL) as fraction of bio-
mass at the end of light period (NBLB) was calculated 
using the equation:

Fig.1. Cultivation conditions: temperature of the cell suspension (A), solar irradiance of the culture surface in the PAR range 
(B), and pH of the cell suspension (C) during pilot‑scale growth of T. viridis culture. СО2 is a treatment with additional carbon 
dioxide supply.

https://power.larc.nasa.gov/data-access-viewer/
https://power.larc.nasa.gov/data-access-viewer/
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(( ' ) ) 100%B L D LNBL B B B= − ⋅ ;
NBL as fraction of production in the previous light 
period (NBLP) was calculated using the equation:

(( ' ) ( ' ')) 100%P L D L DNBL B B B B= − − ⋅
where BL’ is culture density at the end of the previous 
light period, BD is culture density at the end of dark 
period, BD’ is culture density at the end of the previous 
dark period (Qiang et al., 1996).

Daytime production was determined as the dif-
ference between culture density at the end and at the 
beginning of the daylight period. The calculation of cul-
ture production parameters (density, productivity) per 
unit area was performed taking into account a relation 
of 100 L m–2 at a culture layer depth of 10 cm.

Photosynthetic efficiency (PE) was calculated 
from the daytime areal productivity (g·m-2·day−1) multi-
plied by the mean caloric content and divided by the solar 
PAR energy input per unit ground area (kJ·m−2·day−1),  
considering that all light energy was absorbed by the 
dense algal culture. The value of caloric content of the 
Tetraselmis biomass was taken as 24.2 kJ  g− 1 (Chini 
Zittelli et al., 2006).

2.4.	 Statistical analyzes

Statistical analysis of experimental data was 
performed using Grapher3 (Golden software) and 
Microsoft Excel (Microsoft office) software. Arithmetic 
mean (x̅), standard deviation (SD), error of the mean, 
confidence intervals (CI) for the mean (Δx̅) were esti-

mated. The significance of differences between sam-
ples was assessed using a Student’s t-test at p < 0.05. 
Correlation analysis was carried out, Spearman correla-
tion coefficients (r) were calculated. All calculations 
were made for the significance value α=0.05.

3.	Results

The growth parameters of T. viridis culture under 
natural illumination were assessed in open‑type ponds 
similar in design to industrial systems. The open ponds 
were placed in a greenhouse to partially control the 
temperature regime and to protect against precipitation 
and contamination. The microscopic control of microal-
gal culture purity proved the absence of contamination 
by other microalgae species or protozoa in the course 
of all cultivation period. The microalga cultivation was 
carried out in spring, under a photoperiod close to 12 h 
(spring equinox). The total daily photosynthetically 
active radiation (PAR) irradiance during this season 
ranged from 2 to 4 MJ m-2 day-1 (Fig. 1 B).

The experiment was conducted in batch mode 
and lasted 12 days. The experiment was terminated 
upon the onset of the decline phase in the control treat-
ment. The batch growth curves of volumetric biomass 
concentration (dry weight) are shown in Fig. 2A. Since 
for pilot‑scale systems the biomass concentration and 
productivity per unit surface area are important param-
eters, the areal biomass concentration was additionally 
calculated (Fig. 2B).

Fig.2. Biomass concentration dynamics per volume (A) and per surface area (B), specific growth rate (C) and daytime pro-
duction (D) during batch cultivation of T. viridis culture under natural illumination with different carbon supply. СО2 is a treat-
ment with additional carbon dioxide supply.
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In the control treatment without additional CO2 
supply, the linear growth phase of T. viridis culture in 
terms of biomass was observed from day 4 to day 6. 
The maximum average daily biomass productivity (Pm) 
was 0.065 g L-1 day-1 (6.5 g m-2 day-1). After day 8, the 
culture entered the stationary phase, and by day 12 the 
decline phase began. The maximum specific growth rate 
in terms of biomass (μB) was recorded on day 1 of cul-
tivation (0.72 day-1), decreasing to 0.01 day-1 by day 8, 
and subsequently became close to zero or negative 
(Fig. 2C). The maximum biomass reached 0.525 g L-1 
(or 52.5 g m-2 on a surface‑area basis), corresponding 
to a total yield of 43.5 g m-2 over the entire cultivation 
period. It should be noted, that there was no biomass 
accumulation after day 8. It should be noted that in 
the absence of CO2 supply, the pH level during batch 
cultivation increased. After 3 days, the pH at the end of 
the daylight period reached values of 10.5–10.8, while 
decreasing to 9.7–10 during the night (Fig. 1C), due to 
dark respiration and CO2 release into the medium by 
the microalgal cells.

In the treatment with additional CO2 supply, a lag 
phase was observed on the first day of the experiment, 
during which the culture adapted to the increased car-
bon concentration. Thereafter, growth remained linear 
until the end of the experiment, with two distinct linear 
growth phases: from day 3 to day 8, with an average 
daily productivity of 0.095 g L-1 day-1 (9.5 g m-2 day-

1), and from day 9 to day 12, with an average daily 
productivity of 0.088 g L-1 day-1 (8.8 g m-2 day-1). On 
average, the productivity of T. viridis with CO2 supply 
was 1.4‑fold higher than in the control treatment. The 
maximum specific growth rate in terms of biomass 
(µB) was 0.43 day-1, recorded on day 2, and thereaf-
ter decreased exponentially to 0.06 day-1 by day 11. 
The maximum biomass with additional carbon supply 
reached 1.12 g L-1 (112 g m-2 on a surface‑area basis). 
Consequently, the total yield over the entire cultiva-
tion period amounted to 103 g m-2, which was 2.4‑fold 
higher than the total yield in the treatment without 
additional inorganic carbon supply.

In addition to determining the culture density in 
terms of biomass, the dynamics of cell abundance in 
the culture (Fig. 3A) and the biomass to cell number 
ratio (B/N), which indirectly reflects the average cell 
size (Fig. 3B), were assessed.

In the control treatment, linear growth of T. vir-
idis cell number occurred from day 4 to day 6, similar to 
the linear phase of biomass growth. The maximum cell 
number in the control treatment reached 12.27×106 
cells mL-1. The specific growth rate in terms of cell 
number (µN) was recorded on the first day of the exper-
iment (0.74 day-1), after which it sharply decreased, 
becoming zero or negative after day 7. Along with this, 
after day 7 an increase in the B/N ratio from 36.6 to 
50.5 pg cell-1 was observed, indicating an increase in 
cell size in the culture.

Under CO2 supply, microalgal cell growth was 
more active than in the control. The maximum cell 
number reached 39.8×106 cells mL-1, which was 
3.2‑fold higher than in the control. The maximum 
specific growth rate in terms of cell number (µN) was 
0.53 day-1, recorded on day 2 of the experiment, con-
sistent with the biomass‑based growth rate. The bio-
mass‑to‑cell number ratio (B/N) remained more stable 
than in the control, ranging from 24 to 31 pg cell-1. 
Furthermore, during the active growth phase, the B/N 
ratio under CO2 supply was on average 1.4‑fold lower 
than in the control.

Based on the daily dynamics of culture density, 
daytime production (Fig. 2D) and night biomass loss 
were calculated for the T. viridis culture. In the control 
treatment, daytime production during the linear growth 
phase (days 4–6) was 10.2 g m-2, while the average 
over the entire batch cultivation period was 7.75 g m-2. 
Under supplemental CO2 supply, daytime production 
was significantly higher (14.6 g m-2). Under carbon‑en-
riched conditions, a positive correlation was observed 
between daily production and total daily irradiance 
(r=0.42), whereas no such correlation was found in 
the control. In both treatments, biomass accumulation 
continued throughout the entire daylight period, with 
the highest hourly biomass increment occurring in the 
middle of the day (12:00–14:00).

The nighttime biomass loss (expressed as a per-
centage of the biomass at the end of the daylight period, 
NBLB) in the control treatment averaged 12.5 % of the 
biomass, whereas under CO2 supply it was lower, aver-
aging 9.5 % (Fig. 4A). In both treatments, the highest 
NBLB values were observed at the beginning of batch 
cultivation and towards the end of the experiment, 
while the minimum values occurred between days 5 

Fig.3. Dynamics of cell number (A) and the biomass/сell number (B/N) ratio (B) during batch cultivation of T. viridis under 
natural illumination with different carbon supply. СО2 is a treatment with additional carbon dioxide supply.
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and 8. For the CO2‑supplemented treatment, a signifi-
cant correlation was found between NBLB and daytime 
production (r=0.55), whereas in the control the cor-
relation was positive but not significant (r=0.23).

The nighttime biomass loss as a fraction of day-
time production (NBLP) ranged from 20 to 40 % of the 
daily production up to day 7, after which it increased 
substantially. In the treatment without additional car-
bon supply, NBLP could reach 100 % and even exceed 
the daily production (Fig. 4B).

To assess the efficiency of solar energy utiliza-
tion by the T.  viridis culture, the photosynthetic effi-
ciency was calculated. In both experimental treatments, 
a negative correlation was found between photosyn-
thetic efficiency and total irradiance, with correlation 
coefficients of r=–0.79 in the control and r=–0.41 in 
the CO2‑supplemented treatment. Thus, as insolation 
intensity increased, the efficiency of its conversion into 
biomass decreased (Fig. 5). Since upon CO2 addition to 
the culture, daily production and growth rate on day 1 
were atypically low and deviated from the general 
trend (Fig. 2С, Fig. 2D), the photosynthetic efficiency 
value on day 1 (3.2 %) was excluded from the calcula-
tion of the relationship with irradiance.

The addition of CO2 enhanced photosynthetic 
efficiency. In the control treatment, photosynthetic 
efficiency varied between 2.7 and 12.8% (mean 7.1%), 
whereas with CO2 supplementation, it ranged from 3.2 
to 17.7% (mean 12%).

4.	Discussion

The pilot‑scale experimental cultivation of T. vir-
idis allowed both the assessment of its production char-
acteristics under natural diurnal light cycles and the 
evaluation of the effect of inorganic carbon availability 
on culture growth and biomass accumulation.

Under pilot‑scale conditions with natural solar 
illumination, supplying the microalgal T. viridis culture 
with CO2 as a carbon source resulted in a substantial 
increase in production parameters. Specifically, the 
maximum average daily productivity during the lin-
ear growth phase (Pm) increased 1.46‑fold, reaching 
9.5 g m-2 day-1, while daily production rose 1.9‑fold, up 
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Fig.5. Relationship between photosynthetic efficiency in 
T. viridis culture and total daily irradiance under natural illu-
mination with different carbon supply. Dashed line are linear 
approximations. СО2 is a treatment with additional carbon 
dioxide supply.

Fig.4. Night biomass loss as a fraction of biomass (A) and as a fraction of daytime production (B) in T. viridis batch culture 
under natural illumination with different carbon supply. Dashed line is a trend line. СО2 is a treatment with additional carbon 
dioxide supply.

to 14.6 g m-2. In the control treatment without addi-
tional carbon supply, batch growth ceased after 8 days, 
apparently due to carbon limitation. Owing to both 
a longer growth period and higher productivity, the 
maximum culture density under CO2 supply reached 
1.12 g L-1, and the total biomass yield over the cultiva-
tion period (103 g m-2) was 2.4‑fold higher than that in 
the control.

In addition to atmospheric air, carbon supply for 
microalgal cultures can be provided in inorganic form 
(carbon dioxide or sodium bicarbonate) or as organic 
substrates (Agbebi et al., 2022). Supplying inorganic 
carbon as CO2 in dense microalgal cultures not only 
increases the concentration of inorganic carbon in 
the medium but also helps to maintain an optimal pH 
(Moheimani, 2013a). In dense cultures of microalgae 
and cyanobacteria, the consumption of CO2 during pho-
tosynthesis leads to a rise in pH, which in turn shifts the 
carbonate equilibrium toward CO3

2- – a form of carbon 
that is unavailable to algal cells (Shiraiwa et al., 1993). 
Furthermore, bicarbonate uptake by cells requires addi-
tional energy expenditure for the functioning of car-
bonic anhydrases (Moheimani, 2013a). In the present 
study, it was observed that in the absence of CO2 supply, 
pH increased both over the course of batch cultivation 
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and during the daylight period. At night, pH declined 
due to dark respiration and CO2 release into the medium 
by the microalgal cells. A similar pattern of diurnal pH 
dynamics was observed in cultures of Tetraselmis sue-
cica and Chlorella sp. (Moheimani, 2013a). It is likely 
that the pH rise above the optimal level limited car-
bon uptake and thus significantly restricted the overall 
biomass yield in the control treatment in the current 
research. An additional factor negatively affecting algal 
growth at elevated pH is the possible precipitation of 
calcium, magnesium, phosphorus, and trace element 
salts. The ability to grow at pH >10 in industrially 
significant microalgae such as Chlorella, Phaeodactylum 
tricornutum, Tetraselmis, and cyanobacteria (Limnospira) 
may be explained both by a lower requirement for trace 
elements and by the release of chelating compounds 
into the medium, which prevent trace element precip-
itation (Goldman et al., 1982; Thomas et al., 2026). 
Nevertheless, elevated pH may promote lipid accu-
mulation through alterations in cellular metabolism, 
accelerate CO2 uptake from atmospheric air, and also 
prevent bacterial and protozoan contamination of the 
culture (Shiraiwa et al., 1993; Thomas et al., 2026).

The cultivation system was designed to resemble 
open ponds used in industrial microalgal production; 
therefore, tap water was used for medium prepara-
tion and to compensate for evaporation. According to 
local standards, drinking tap water may contain bicar-
bonate concentrations of up to 400 mg L-1. According 
to the water quality report (https://sevvodokanal.
org.ru/pages/kachestvo), the water hardness was 
3.7 ± 0.6 units, which corresponds to an approximate 
bicarbonate concentration of 226 mg L-1. In studies on 
microalgal growth, bicarbonate concentrations typi-
cally range from 0.2 to 5 g L-1 or higher, while concen-
trations below 0.5 g L-1 do not significantly affect the 
growth rate (Borovkov et al., 2026). Thus, the bicar-
bonate concentration in the tap water was not high 
enough to influence the carbon supply of the microal-
gal culture.

Earlier studies on the growth of T. viridis in open 
ponds reported average daily productivity ranging from 
4.2 to 14.4 g m-2 day-1 (Zhondareva and Trenkenshu, 
2019; Gorbunova and Avsiyan, 2022). However, higher 
maximum productivity values were observed in sum-
mer, under higher solar irradiance. In those studies, the 
linear growth phase was short‑lived, and the maximum 
biomass reached 49 g m-2, which is comparable to the 
maximum biomass in the present control treatment 
but substantially lower than the maximum biomass 
achieved with CO2 addition.

Furthermore, the production characteristics of 
T. viridis in this study are similar to those reported 
for other Tetraselmis species under natural illumi-
nation. In open raceway ponds, the productivity of 
Tetraselmis suecica was 48–92 mg L-1 day-1, which, at 
a working depth of 20 cm, corresponds to areal pro-
ductivity of 9.6–18.4 g m-2 day-1 (Cuello et al., 2015). 
Tetraselmis sp. cultivated in raceway ponds in autumn 
in Australia exhibited a productivity of 36 mg L-1 day-1 
(or 7.2 g m-2 day-1) without CO2 addition, which is very 
similar to the values obtained in our control treatment 

(Raes et al., 2014). The productivity of T.  suecica in 
bag‑type photobioreactors in Australia was approx-
imately 110 mg L-1 day-1 (Moheimani, 2013b). Chini 
Zitelli et al. (2006) reported that the productivity of 
T. suecica cultivated in Italy in August reached 36–38 
g m-2 day-1. However, that value was achieved in ver-
tical tubular photobioreactors under higher irradiance 
levels.

The productivity of microalgal cultures under 
natural illumination is determined by both mineral and 
carbon nutrition conditions, as well as by the climatic 
factors of the cultivation site. Among the environmen-
tal factors, irradiance in the photosynthetically active 
radiation (PAR) range is the most important. The pres-
ent study on the growth of T. viridis was conducted in 
spring under mid‑latitude conditions, with an average 
daily PAR irradiance of 3 MJ m-2 day-1. The positive cor-
relation between daily production and daily irradiance 
observed under CO2 addition suggests that supplemen-
tary carbon supply at higher irradiance levels would 
enable higher production performance for this microal-
gal species.

With additional carbon supply, the T. viridis cul-
ture exhibited increased cell number and division rates, 
along with a lower B/N ratio, indicating a smaller aver-
age cell size. The reduced division rate and cell enlarge-
ment observed in the control treatment may be attrib-
utable to unfavorable conditions limiting cell division, 
caused by carbon substrate deficiency and elevated pH.

Growth of the T. viridis culture occurred through-
out the entire daylight period; however, even under 
conditions of maximum productivity, night biomass 
loss ranged from 20 to 40% of the daytime production. 
Accordingly, harvesting in the evening is advisable to 
minimize such losses.

Night biomass loss in microalgal cultures often 
increases with growth rate due to enhanced growth 
respiration. For instance, a linear relationship between 
daily yield (productivity) and night biomass loss has 
been demonstrated for Tetraselmis suecica (Michels 
et al., 2014). However, the present study showed 
that for T.  viridis, carbon supplementation not only 
increased daily and average daily production but also 
reduced night biomass loss. Similarly, it was shown for 
Limnospira platensis that a decrease in inorganic carbon 
concentration (in the form of sodium bicarbonate) led 
to an increase in nighttime biomass loss (Avsiyan and 
Gevorgiz, 2025). It is likely that carbon limitation of 
culture growth requires additional energy expenditure, 
particularly for the operation of CO2‑concentrating 
mechanisms.

CO2 supplementation enhanced the efficiency of 
solar energy utilization by the microalgal culture, with 
the light‑to‑biomass conversion efficiency reaching up 
to 17% (12% on average), which is a relatively high 
value. For comparison, growth of Tetraselmis suecica 
in tubular photobioreactors achieved a photosynthetic 
efficiency of 9.4% (Chini Zittelli et al., 2006).

Overall, the study demonstrated stable growth of 
T. viridis culture in open ponds during spring under the 
mid-latitude climatic conditions. The effect of carbon 
supply in the form of CO2 on the production charac-
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teristics of this microalga under natural solar illumi-
nation was established, enabling an increase in the 
productivity of cultivation systems and offering pros-
pects for simultaneous CO2 sequestration and biomass 
production. Future research may include evaluating the 
effect of carbon supply on the productivity of T. viridis 
in terms of specific biomass components, such as lipids 
and pigments, as well as conducting a techno‑economic 
analysis that compares the additional operational costs 
against the biomass value for large‑scale cultivation 
systems.

5.	Conclusions

The pilot‑scale cultivation of T.  viridis under 
mid-latitude climate conditions revealed that supple-
mentary carbon supply increases both productivity and 
maximum biomass, while also improving the efficiency 
of solar energy conversion. To further optimize bio-
technological production systems for T. viridis, a more 
comprehensive techno‑economic analysis is necessary, 
accounting for the costs of CO₂ as well as the capi-
tal investment required for the specific CO2 delivery 
system.
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Оригинальная статья

Водоросли: проблемы таксономии и экологии, 
использование в мониторинге и биотехнологии

Продукционные характеристики 
Tetraselmis viridis (Chlorophyta) в 
условиях естественного освещения при 
повышении обеспеченности углеродом

Авсиян А.Л.*
Федеральный исследовательский центр «Институт биологии южных морей имени А.О. Ковалевского РАН», проспект 
Нахимова, 2, Севастополь, 299011, Россия

АННОТАЦИЯ. Для разработки устойчивых биотехнологий производства биомассы микроводоро-
слей требуются оптимизация условий культивирования и оценка продуктивности при естествен-
ном освещении, учитывающие естественную динамику факторов среды. Целью данного иссле-
дования была оценка влияния углеродного обеспечения на продукционные характеристики, 
суточную динамику роста и ночную потерю биомассы при полупромышленном культивировании 
зелёной микроводоросли Tetraselmis viridis в условиях юга России (средние широты). Эксперимент 
проводили в накопительном режиме в открытых бассейнах при естественном солнечном осве-
щении в весенний период. В контроле не использовалось дополнительного источника углерода, 
помимо атмосферного воздуха, а в опыте производилась подача CO2 в культуру с поддержанием 
pH до 8.5. Определяли биомассу, численность клеток, рассчитывали среднесуточную продук-
тивность, дневную продукцию, ночную потерю биомассы и КПД фотосинтеза. Показано, что в 
контрольном варианте накопительный рост был ограничен 8 сутками, максимальная среднесу-
точная продуктивность составила 6.5 г м-2 сут-1, общий урожай – 43.5 г м-2, а рост лимитировался 
повышением pH до 10.5–10.8. Дополнительная подача CO2 увеличила продуктивность в 1.4 раза 
(до 9.5 г м-2 сут-1), дневную продукцию – в 1.9 раза (до 14.6 г м-2), максимальную биомассу – до 
1.12 г·л-1, а общий урожай – в 2.4 раза (103 г м-2). При этом ночная потеря биомассы снизилась с 
12.5 % до 9.5 % от вечерней биомассы, а КПД фотосинтеза повысился с 7.1 % до 12 % в среднем 
(до 17 % в отдельные дни). Показано, что в условиях обеспеченности углеродом ночная потеря 
биомассы положительно коррелирует с дневной продукцией. Также показано, что КПД фотосин-
теза отрицательно коррелирует с суточной облучённостью. Таким образом, обеспечение куль-
туры T. viridis углекислым газом не только устраняет углеродное лимитирование и способствует 
более длительному линейному росту, но и повышает эффективность использования солнечной 
энергии, снижая ночные потери. Полученные результаты могут служить основой для оптимиза-
ции технологий культивирования T. viridis в открытых системах с целью получения биомассы для 
аквакультуры, биотоплива и других биотехнологических применений.

Ключевые слова: микроводоросли, Tetraselmis, полупромышленное культивирование, продуктивность, 
углеродное обеспечение

1.	Введение

В современной биоэкономике наблюдается 
устойчивая тенденция расширения применения 
микроводорослей и цианобактерий в области пище-
вой промышленности, сельского хозяйства и аква-
культуры, фармации и производства диетических 

добавок, биоремедиации и разработки биотоплива 
(López-Hernández et al., 2022). Микроводоросль 
Tetraselmis viridis (Chlorodendrophyceae, Chlorophyta) 
благодаря быстрому росту и значительному содер-
жанию липидов является перспективным объектом 
для альгобиотехнологии, а также рассматривается 
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в качестве потенциального объекта для биотоплива 
(Isdepsky and Borowitzka, 2019). Широкий диапазон 
устойчивости к солености и температуре представи-
телей рода Tetraselmis способствует их применению 
в крупномасштабных биотехнологических произ-
водствах (Mehariya et al., 2024). Благодаря высо-
кой нутритивной ценности, в том числе содержа-
нию полиненасыщенных жирных кислот, Tetraselmis 
часто применяется в качестве кормового объекта в 
аквакультуре (Tulli et al., 2012), а также имеет пер-
спективы для обогащения функциональных продук-
тов питания (Paterson et al., 2023).

Для устойчивого производства биомассы и 
ценных компонентов микроводорослей необходима 
разработка технологий культивирования, учиты-
вающих: видовые особенности штамма (продук-
тивность, требования к факторам среды), систему 
культивирования (конструкцию фотобиореакто-
ров, режим культивирования), климатические осо-
бенности места культивирования, в особенности 
суточную и сезонную динамику освещённости и 
температуры. Большинство биотехнологических 
производств микроводорослей и цианобактерий 
функционирует с использованием солнечной свето-
вой энергии с использованием открытых бассейнов 
или закрытых фотобиореакторов (Novoveská et al., 
2023). Хотя при естественном освещении микрово-
доросли эффективно используют солнечную энер-
гию, что существенно снижает эксплуатационные 
затраты по сравнению с искусственным освещением, 
в ночной фазе наблюдается потеря биомассы из-за 
темнового дыхания (Edmundson and Huesemann, 
2015). Кроме того, на продуктивность культуры в 
полупромышленных условиях влияют изменчи-
вые факторы среды (освещённость, температура), 
эффект масштабирования и обеспечение углерод-
ным питанием, необходимым для фотосинтеза. 
Однако лабораторные условия не позволяют точно 
прогнозировать продуктивность штаммов в дина-
мично меняющихся условиях открытых бассейнов, 
поэтому необходимы испытания в условиях есте-
ственного освещения и разработка режимов культи-
вирования, учитывающих реальные суточные коле-
бания света и температуры (Holdmann et al., 2019; 
Sarker and Kaparaju, 2023). Юг России, и в частности 
Крымский регион, обладает рядом преимуществ для 
биотехнологических производств микроводорослей 
при естественном освещении: достаточная продол-
жительность светового дня и количество солнечной 
энергии, мягкий климат, позволяющий получать 
урожай даже в осенние и весенние месяцы, близость 
источника морской воды для культивирования мор-
ских видов микроводорослей.

При достаточном уровне освещённости и обе-
спеченности элементами минерального питания 
недостаток источника углерода может приводить 
к ограничению продукционных характеристик. 
Повышение доступности углерода в среде достига-
ется за счёт внесения газообразного CO2, бикарбо-
натов в фотоавтотрофных культурах, либо в виде 
органических источников углерода (глюкоза, гли-
церин) в миксотрофных культурах микроводоро-

слей и цианобактерий (Agbebi et al., 2022; Zhu et 
al., 2023). Использование CO2 в качестве источника 
неорганического углерода при культивировании 
микроводорослей и цианобактерий позволяет не 
только устранить ограничение роста, связанное с 
недостатком углерода, но и осуществлять секве-
страцию углекислого газа (Agbebi et al., 2022; Zhu 
et al., 2023). Эффективность секвестрации CO2 и 
продуктивность культур микроводорослей зависят 
от комплекса факторов, включающих как способ 
подачи углерода в систему культивирования (Zheng 
et al., 2018), так и конструкцию фотобиореактора, 
освещённость, температуру и физиологические 
характеристики используемого штамма микроводо-
рослей (Zhu et al., 2023; Sarmah and Panda, 2026).

Исследования роста T.  viridis в условиях 
открытых бассейнов при естественном освеще-
нии довольно малочисленны. Например, в работе 
(Жондарева и Тренкеншу, 2019) проводилось 
исследование роста в летний период, но без оценки 
суточной динамики продукционных характеристик. 
В то время как в работе (Gorbunova and Avsiyan, 
2022) рассматривалась суточная динамика плотно-
сти культуры T. viridis, однако период исследования 
был ограничен тремя сутками.

Целью данной работы была оценка влияния 
углеродного обеспечения на продукционные харак-
теристики T.  viridis при полупромышленном куль-
тивировании на естественном освещении в усло-
виях региона Севастополь, в том числе на суточную 
динамику ростовых характеристик в зависимо-
сти от естественных суточных циклов солнечного 
освещения.

2.	Материалы и методы
2.1.	 Штамм микроводоросли и 
питательная среда

В качестве объекта исследования исполь-
зовали альгологически чистую культуру зеленой 
одноклеточной микроводоросли Tetraselmis viridis 
(Roukhijajnen) R.E.Norris, Hori & Chihara 1980. 
Исследовали штамм IBSS-25 из ЦКП «Коллекция 
гидробионтов Мирового океана» Федерального 
исследовательского центра «Институт биологии 
южных морей имени А. О. Ковалевского РАН» (ФИЦ 
ИнБЮМ). Штамм IBSS-25 выделен из Черного моря 
в 1987 г. Для культивирования использовали пита-
тельную среду для морских микроводорослей по 
Тренкеншу и др. (1981) со следующим составом, 
г л–1: NaNO3 – 1.8; NaH2PO4×2H20 – 0.3; EDTA-Na2 – 
0.037; FeC6H5O7×3H20 – 0.042; MnCl2×4H20 – 0.008; 
Co(NO3)2×6H20 – 0.00625; (NH4)6Mo7O24×4H20 – 
0.00183; K2Cr2(SO4)2×4H20 – 0.00238). Для приго-
товления питательной среды использовали искус-
ственную морскую воду (Harrison et al., 1980). В 
качестве инокулята использовали культуру T. viridis, 
предварительно адаптированную к условиям куль-
тивирования при естественном освещении на про-
тяжении пяти суток. Начальная плотность культуры 
по биомассе составляла 0.09 г л–1, а начальная чис-
ленность клеток в культуре – 4.31 × 106 кл мл–1.
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2.2.	 Условия культивирования

Культивирование микроводорослей осущест-
вляли в открытых бассейнах, расположенных в 
тепличном альгобиотехнологическом модуле ФИЦ 
ИнБЮМ, г. Севастополь (N. 44°61.564´, E. 33°50.463´) 
в весеннее время (последняя декада марта). В каче-
стве фотобиореакторов использовали прямоуголь-
ные бассейны (1×1 м), выстеленные полиэтиле-
новой пленкой. Площадь поверхности бассейна 
составляла 1 м2, высота слоя культуры – 10 см, объём 
культуры – 100 л. Выращивание производилось в 
накопительном режиме в течение 12 суток. Высоту 
слоя и объем клеточной суспензии поддерживали 
постоянными, путём ежедневного добавления водо-
проводной воды перед отбором проб для компенса-
ции испарения. Качество водопроводной воды соот-
ветствовало СанПиН 1.2.3685-21. Дополнительная 
стерилизация воды не проводилась.

Суспензия микроводорослей непрерывно 
перемешивалась с помощью электрических аква-
риумных насосов (Atman AT-202 (Chuangxing 
Electrical Appliances Co., Ltd, Китай) со скоростью 
1200 л  ч–1. Уровень освещённости определялся 
естественной величиной солнечной облученности, 
с учетом 50% ослабления видимого света за счет 
прохождения через поликарбонатную теплицу. 
Продолжительность светового дня составляла от 12 
до 12.5 ч. Температуру культуры микроводорослей 
поддерживали на уровне не ниже 23 °С с помощью 
аквариумного обогревателя Atman AT-50W (Atman, 
Китай). В контрольном варианте не проводилось 
дополнительного внесения источника углерода, 
источником CO2 для роста служил атмосферный 
воздух. В эксперименте в качестве источника угле-
родного питания использовали CO2, подача кото-
рого контролировалась при помощи pH-контрол-
лера Aqua Medic pH 2001 (Aqua Medic, Германия), 
уровень pH поддерживали на уровне от 6.8 до 8.5 
единиц. При повышении pH культуры в бассейне 
выше 8.5 сигнал от датчика поступал на pH-кон-
троллер, и включалась подача газообразного CO2 в 
культуру через ПВХ-трубку, оканчивающуюся иглой 
с внутренним диаметром 0.5 мм. В каждом вари-
анте было по две повторности.

2.3.	 Аналитические методы и расчёты

Отбор проб для определения плотности куль-
туры, температуры и pH проводили пять раз в тече-
ние светового дня с 9:30 до 18:00 каждые 2–2.5 
часа. Температуру суспензии измеряли ртутным 
термометром, с абсолютной погрешностью изме-
рений±0.5 °С, pН культуры измеряли с помощью 
pН-метрa И-150 (ООО Измерительная техника, 
Россия). Величину суммарной суточной облучённо-
сти в области фотосинтетически активной радиа-
ции (ФАР) определяли на основе данных LARS NASA 
Power Project (https://power.larc.nasa.gov/data-
access-viewer/) с учётом ослабления облучённости в 
поликарбонатной теплице. Использовался сотовый 
тепличный поликарбонат с УФ-фильтром толщи-
ной 4 мм. Предварительно проведенное исследова-
ние показало, что облученность в области фотосин-
тетически активной радиации в теплице снижалась 
на 50%. Динамика температуры культуры, поверх-
ностной облученности и pH клеточной суспензии в 
течение эксперимента представлена на Рис. 1.

Плотность культуры определяли фотометри-
ческим методом. Оптическую плотность культуры 
измеряли в стеклянных кюветах с длиной свето-
вого пути 5 мм на длине волны 750 нм, используя 
фотометр Unico-2100 (UNICO (Shanghai) Instrument 
Co. Ltd, Китай). Для пересчета единиц оптической 
плотности (D750, ед.опт.пл) в единицы сухого веса 
биомассы (B, г  л–1) использовали предварительно 
определенный коэффициент k=0.8 г л–1 ед.опт.пл–1 
(Боровков и Геворгиз, 2005):

B k D� �
750 .

Определение численности клеток (N, кл. мл-1) 
путём подсчёта в камере Горяева (Минимед, Россия) 
под световым микроскопом Carl Zeiss Axiostar Plus 
(Carl Zeiss, Германия) осуществляли один раз в 
сутки. Одновременно с этим, при световой микро-
скопии проводилась оценка чистоты культуры и 
отсутствия контаминации посторонними микрово-
дорослями или простейшими.

Максимальную среднесуточную продуктив-
ность (Pm) рассчитывали путём аппроксимации кри-
вой роста по биомассе на линейной стадии роста:

Рис.1. Условия культивирования: температура клеточной суспензии (А), солнечная облучённость поверхности куль-
туры в области ФАР (Б) и pH клеточной суспензии (В) в течение полупромышленного роста культуры T. viridis. СО2 – 
вариант с дополнительным внесением углекислого газа.

https://power.larc.nasa.gov/data-access-viewer/
https://power.larc.nasa.gov/data-access-viewer/
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( )l m lB B P t t= + × − ,
где Bl – плотность культуры на линейной стадии 
роста; tl – время в начале линейной стадии роста 
(Лелеков и Тренкеншу, 2007).

Удельную скорость роста по биомассе (µB) 
рассчитывали следующим образом:

�B B B t� �ln( ) ln( ) /
2 1

,
где B2 – конечная биомасса, B1 – начальная био-
масса, t – время.

Удельную скорость роста по численности 
клеток (µN) рассчитывали как:

�N N N t� �ln( ) ln( ) /
2 1

,
где N2 – конечная численность, N1 – начальная чис-
ленность, t – время.

Общую ночную потерю биомассы (НПБ) как 
долю от биомассы в конце светового периода (NBLB) 
рассчитывали, используя следующее выражение:

(( ' ) ) 100%B L D LNBL B B B= − ⋅ ;
НПБ как доля от продукции за предыдущий 

световой период рассчитывали, используя следую-
щее выражение:

(( ' ) ( ' ')) 100%P L D L DNBL B B B B= − − ⋅ ,
где BL’ – плотность культуры в конце предыдущего 
светового периода, BD – плотность культуры в конце 
темнового периода, BD’ – плотность культуры в 
конце предыдущего темнового периода (Qiang et 
al., 1996).

Дневную продукцию определяли как разность 
плотности культуры в конце и в начале светового 
дня. Пересчёт продукционных параметров культуры 
(плотность, продуктивность) на единицу площади 
проводили с учётом соотношения 100 л м–2 при глу-
бине слоя культуры 10 см.

Величину КПД фотосинтеза рассчитывали, 
как отношение запасённой энергии (произведение 
дневной продукции на единицу площади (г м-2 сут-1)  
и калорийности биомассы) к поглощенной солнеч-
ной энергии ФАР в расчёте на единицу площади 
(кДж·м−2·сут−1), учитывая то, что в плотной куль-
туре вся падающая световая энергия поглощалась. 
Калорийность биомассы T.  viridis считали равной 
24.2 кДж г-1 (Chini Zittelli et al., 2006).

2.4.	 Статистический анализ

Статистический анализ эксперименталь-
ных данных выполнялись с использованием про-
граммного обеспечения Grapher3 (Golden Software) 
и Microsoft Excel (Microsoft Office). Рассчитывали 
среднее арифметическое (x̅), стандартное отклоне-
ние (SD), ошибку среднего, доверительные интер-
валы (ДИ) для среднего (Δx̅). Достоверность раз-
личий между выборками оценивали с помощью 
t-критерия Стьюдента при p < 0,05. Для корреля-
ционного анализа вычисляли коэффициенты кор-
реляции Спирмена (r). Все расчеты выполняли для 
уровня значимости α=0.05.

3.	Результаты

Оценка параметров роста культуры T.  viridis 
при естественном освещении проводилась в бассей-

нах открытого типа, приближённых по конструкции 
к промышленным системам. Открытые бассейны 
располагались в теплице для частичного контроля 
температурного режима и защиты от атмосферных 
осадков и загрязнений. Микроскопический кон-
троль чистоты культуры подтвердил отсутствие 
контаминации другими видами микроводорослей 
или простейшими в течение всего периода куль-
тивирования. Выращивание культуры микроводо-
рослей проводилось в весеннее время, при фото-
периоде близком к 12 ч (весеннее равноденствие). 
Суммарная суточная облучённость в области ФАР 
в это время года составляла от 2 до 4 МДж м–2 сут–1 
(Рис. 1Б).

Эксперимент проводился в накопительном 
режиме, его продолжительность составила 12 суток. 
Окончание эксперимента было обусловлено нача-
лом стадии отмирания в контрольном варианте. 
Накопительные кривые по концентрации биомассы 
в культуре (сухой вес) представлены на Рис.  2А. 
Поскольку для полупромышленных систем важ-
ным параметром является концентрация биомассы 
и продуктивность относительно площади занима-
емой поверхности, дополнительно рассчитывали 
концентрацию биомассы на площадь поверхности 
фотобиореактора (Рис. 2Б).

В контрольном варианте без дополнитель-
ного внесения CO2 стадия линейного роста куль-
туры T. viridis по биомассе наблюдалась с 4-х по 6-е 
сутки. Максимальная среднесуточная продуктив-
ность по биомассе (Pm) составила 0.065 г  л-1  сут-1 
или 6.5 г м-2 сут-1. После 8-х суток наступала стаци-
онарная стадия, а к 12-м суткам начиналась стадия 
отмирания. Максимальная удельная скорость роста 
по биомассе (µB) была отмечена на 1-е сутки культи-
вирования (0.72 сут-1), а к 8-м суткам снижалась до 
0.01 сут-1 и в дальнейшем была близкой к нулю или 
отрицательной (Рис.  2В). Максимальная биомасса 
достигала 0.525 г л-1 (или 52.5 г м-2 в расчёте на пло-
щадь поверхности), что соответствовало общему 
урожаю 43.5 г м-2 биомассы за всё время культиви-
рования. Стоит отметить, что после 8-х суток нако-
пления биомассы не происходило. Стоит отметить, 
что при отсутствии внесения CO2 уровень pH в тече-
ние накопительного культивирования T. viridis воз-
растал. После 3-х суток эксперимента уровень pH в 
конце светового дня достигал значения 10.5–10.8, а 
в течение ночи снижался до 9.7–10 (Рис. 1 В).

В варианте с дополнительным внесением CO2 
в 1-е сутки эксперимента наблюдалась лаг-фаза, во 
время которой происходила адаптация культуры к 
повышенному содержанию углерода. До окончания 
эксперимента рост культуры был линейным, причём 
можно было выделить два участка линейного роста: 
с 3-х по 8-е сутки, со среднесуточной продуктивно-
стью 0.095 г л-1 сут-1 (9.5 г м-2 сут-1) и с 9 по 12 сутки, 
со среднесуточной продуктивностью 0.088 г л-1 сут-1 
(8.8 г м-2 сут-1). В среднем, продуктивность T. viridis 
при внесении СO2 была в 1.4 раза выше, чем в кон-
трольном варианте опыта. Максимальная удельная 
скорость роста по биомассе (µB) 0.43 сут-1 наблю-
далась на 2-е сутки эксперимента, после чего экс-
поненциально снижалась до 0.06 сут-1 на 11 сутки. 
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Максимальная биомасса при дополнительном обе-
спечении углеродом составила 1.12 г л-1 (112 г м-2 
в расчёте на площадь поверхности). Таким обра-
зом, за всё время культивирования общий урожай 
составил 103 г м-2, что в 2.4 раза превысило общий 
урожай в варианте без дополнительного снабжения 
неорганическим углеродом.

Помимо определения плотности культуры по 
биомассе, оценивали динамику численности клеток 
в культуре (Рис. 3А) и соотношение биомассы к чис-
ленности (B/N), опосредованно отражающее сред-
ний размер клеток (Рис.  3Б). Линейный рост чис-

ленности клеток T. viridis в контрольном варианте 
происходил с 4-х по 6-е сутки, аналогично линей-
ной стадии роста по биомассе. Максимальная чис-
ленность клеток в контрольном варианте составила 
12.27 × 106 клеток мл-1. Удельная скорость роста по 
численности клеток (µN) при этом была отмечена в 
первые сутки эксперимента (0.74 сут-1), после чего 
резко снижалась, после 7-х суток становясь нулевой 
либо отрицательной. Наряду с этим после 7-х суток 
отмечено возрастание соотношения B/N от 36.6 до 
50.5 пг кл-1, что свидетельствует об укрупнении кле-
ток в культуре.

Рис.3. Динамика численности клеток (А) и соотношения биомассы к численности клеток (B/N) (Б) при накопитель-
ном культивировании T. viridis при естественном освещении c различным углеродным обеспечением. СО2 – вариант с 
дополнительным внесением углекислого газа.

Рис.2. Динамика концентрации биомассы относительно объема (А) и площади поверхности (Б), удельной скорости 
роста (В) и дневной продукции (Г) при накопительном культивировании T. viridis при естественном освещении c различ-
ным углеродным обеспечением. СО2 – вариант с дополнительным внесением углекислого газа.
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При внесении CO2 рост численности клеток 
микроводорослей был более активным, чем в кон-
троле. Максимальная численность составила 39.8 
× 106 клеток·мл-1, что было выше, чем в контроль-
ном варианте в 3.2 раза. Максимальная удельная 
скорость роста (µN) 0.53 сут-1 была отмечена на 2-е 
сутки эксперимента, аналогично скорости роста по 
биомассе. Соотношение биомассы к численности 
B/N оставалось более стабильным, чем в контроле, 
составляя от 24 до 31 пг кл-1. Также, в период актив-
ного роста соотношение B/N при внесении CO2 было 
в среднем в 1.4 раза ниже, чем в контроле.

На основании динамики плотности культуры 
в течение суток вычисляли дневную продукцию 
(Рис.  2Г) и ночную потерю биомассы в культуре 
T. viridis. В контрольном варианте дневная продук-
ция на линейной стадии роста (4-е – 6-е сутки) была 
10.2 г  м-2, а в среднем за период накопительного 
культивирования составила 7.75 г м-2. При допол-
нительном внесении CO2 дневная продукция была 
значительно выше (14.6 г м-2). При дополнительном 
углеродном обеспечении наблюдалась положитель-
ная корреляция дневной продукции и суммарной 
суточной облучённости (r=0.42), в то время как в 
контрольном варианте такой корреляции не было 
обнаружено. В обоих вариантах опыта накопление 
биомассы в культуре продолжалось на протяжении 
всего светового дня, а наибольший почасовый при-
рост биомассы наблюдался в середине светового 
дня (12:00 – 14:00).

Ночная потеря биомассы (от биомассы в конце 
светового дня, NBLB) в контроле в среднем составила 
12.5% от биомассы, а при внесении CO2 была ниже, 
составляя в среднем 9.5% от биомассы (Рис.  4А). 
При этом для обоих вариантов опыта наибольшие 
значения NBLB отмечены в начале накопительного 
культивирования и к окончанию эксперимента, в то 
время как минимальные значения NBLB наблюда-
лись на 5-е – 8-е сутки эксперимента. Для варианта 
с внесением CO2 выявлена достоверная корреляция 
NBLB и дневной продукции (r=0.55), в то время как 
для контрольного варианта корреляция была поло-
жительной, но не достоверной (r=0.23).

Ночная потеря биомассы как доля от продук-
ции (NBLP) до 7-х суток была в пределах от 20 до 

40% от дневной продукции, после чего значительно 
возрастала, и в варианте без дополнительного угле-
родного обеспечения NBLB могла достигать 100% и 
даже превышать дневную продукцию (Рис. 4Б).

Для оценки эффективности утилизации сол-
нечной энергии культурой T.  viridis был выполнен 
расчёт КПД фотосинтеза. В обоих вариантах опыта 
выявлена отрицательная корреляция КПД от сум-
марной облучённости, r=–0.79 и r=–0.41 в кон-
троле и с внесением CO2, соответственно. То есть 
при повышении интенсивности инсоляции сни-
жалась эффективность её конверсии в биомассу 
(Рис.  5). Поскольку при внесении СО2 в культуру 
дневная продукция и скорость роста в 1-е сутки 
были атипично низкими и выделялись из общего 
тренда (Рис. 2В, Рис. 2Г), значение КПД в 1-е сутки 
(3.2%) было исключено из расчёта зависимости от 
облучённости.

Внесение CO2 в культуру способствовало 
повышению КПД фотосинтеза. В контрольном вари-
анте КПД составлял от 2.7 до 12.8% (в среднем, 
7.1%), в то время как при обеспечении CO2 КПД был 
выше, составляя 3.2 до 17.7% (в среднем, 12%).

4.	Обсуждение

Экспериментальное культивирование T. viridis 
в полупромышленных масштабах позволило как 
оценить продукционные характеристики этого вида 
в условиях естественных суточных циклов осве-
щения, так и выявить влияние наличия источника 
неорганического углерода на рост культуры и нако-
пление биомассы.

При полупромышленном культивирова-
нии T. viridis в условиях естественного солнечного 
освещения было продемонстрировано, что снабже-
ние культуры микроводорослей углеродом путем 
подачи CO2 в среду приводило к значительному 
повышению продукционных характеристик. Так, 
максимальная среднесуточная продуктивность на 
линейной стадии роста Pm возрастала в 1.46 раза и 
достигала 9.5 г м-2 сут-1, а дневная продукция уве-
личивалась в 1.9 раза, достигая 14.6 г м-2. Также, 
в контрольном варианте без дополнительного угле-
родного обеспечения накопительный рост культуры 

Рис.4. Ночная потеря биомассы как доля от биомассы (А) и как доля от дневной продукции (Б) в культуре T. viridis 
при естественном освещении c различным углеродным обеспечением. Прерывистая линия – линия тренда. СО2 – вариант 
с дополнительным внесением углекислого газа.
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микроводорослей продолжался 8 суток, после чего 
прекращался, по-видимому, из-за лимитирования 
по углероду. Благодаря более длительному периоду 
роста и большей продуктивности максимальная 
плотность культуры при снабжении CO2 достигла 
1.12 г л-1, а общий урожай биомассы за время куль-
тивирования (103 г м-2) в 2.4 раза превысил значе-
ние для контрольного варианта.

В дополнение к атмосферному воздуху, угле-
родное обеспечение в культурах микроводорослей 
может осуществляться в неорганической форме 
(углекислый газ или бикарбонат натрия) или в 
форме органических веществ (Agbebi et al., 2022). 
Снабжение источником неорганического углерода в 
виде CO2 в плотных культурах микроводорослей не 
только повышает концентрацию неорганического 
углерода в среде, но и способствует поддержанию 
оптимальной pH среды (Moheimani, 2013a). В плот-
ных культурах микроводорослей и цианобактерий 
потребление CO2 в процессе фотосинтеза приводит к 
увеличению уровня pH, что в свою очередь сдвигает 
равновесие в карбонатной системе в сторону кар-
бонатов (CO3

2-), формы углерода, недоступной для 
клеток водорослей (Shiraiwa et al., 1993). Также, для 
потребления гидрокарбонатов клетками требуется 
дополнительный расход энергии для работы карбо-
ангидраз (Moheimani, 2013a). В данном исследова-
нии было отмечено, что уровень pH при отсутствии 
внесения CO2 возрастал как в течение накопитель-
ного культивирования, так и в течение светового 
дня. В ночной период pH снижался за счет темнового 
дыхания и выделения CO2 в среду клетками микро-
водорослей. Сходный тренд суточной динамики pH 
наблюдался в культурах Tetraselmis suecica и Chlorella 
sp. (Moheimani, 2013a). Вероятно, именно повыше-
ние pH выше оптимального уровня лимитировало 
потребление углерода и значительно ограничило 
общий урожай биомассы в контрольном варианте 
в текущем исследовании. Дополнительным факто-
ром, отрицательно влияющим на рост водорослей 
при повышенном уровне pH является возможное 
выпадение в осадок солей кальция, магния, фос-
фора и микроэлементов. Способность к росту при 
pH >10 у промышленно значимых видов микро-
водорослей, таких как Chlorella, Phaeodactylum 
tricornutum, Tetraselmis, и цианобактерий (Limnospira) 
может объясняться как меньшей потребностью в 
микроэлементах, так и выделением в среду хелати-
рующих соединений, препятствующих осаждению 
микроэлементов (Goldman et al., 1982; Thomas et al., 
2026). Тем не менее, повышение уровня pH может 
способствовать накоплению липидов за счёт изме-
нения метаболизма клеток, ускорять поглощение 
CO2 из атмосферного воздуха, а также препятство-
вать контаминации культуры бактериями и про-
стейшими (Shiraiwa et al., 1993; Thomas et al., 2026).

Поскольку система культивирования была 
приближена к открытым бассейнам, использую-
щимся при промышленном выращивании микрово-
дорослей, для приготовления среды и для компен-
сации испарения использовалась водопроводная 
вода. Согласно нормативам, в водопроводной питье-

вой воде могут содержаться гидрокарбонаты в кон-
центрации до 400 мг л-1. Согласно отчету (https://
sevvodokanal.org.ru/pages/kachestvo) жесткость 
воды составляла 3.7±0.6 °Ж, что примерно соответ-
ствует концентрации гидрокарбонатов 226 мг л-1.  
В исследованиях роста микроводорослей обычно 
используются концентрации гидрокарбонатов от 
0.2 до 5 г л-1 и выше, а концентрации ниже 0.5 г л-1 не 
оказывают достоверного влияния на скорость роста 
(Borovkov et al., 2026). Таким образом, концентра-
ция гидрокарбонатов в водопроводной воде не была 
достаточно высокой для оказания влияния на угле-
родное обеспечение культуры микроводорослей.

В более ранних исследованиях роста T. viridis 
в открытых бассейнах приводятся значения средне-
суточной продуктивности от 4.2 до 14.4 г м-2 сут-1 
(Жондарева и Тренкеншу, 2019; Gorbunova and 
Avsiyan, 2022). Однако, более высокие значения 
максимальной продуктивности при этом наблюда-
лись в летнее время, при большей солнечной облу-
чённости. Также, линейная стадия была непродол-
жительной, и максимальная биомасса составила 49 
г м-2, что сопоставимо с максимальной биомассой 
в контрольном варианте и значительно ниже мак-
симальной биомассы, достигнутой при добавлении 
CO2.

Также, продукционные характеристики 
T. viridis в текущем исследовании сходны с продук-
тивностью других видов рода Tetraselmis в условиях 
естественного освещения. В открытых бассейнах 
типа рэйсвей продуктивность Tetraselmis suecica 
составляла 48-92 мг л-1 сут-1, что при глубине рабо-
чего слоя 20 см соответствовало продуктивности на 
единицу площади от 9.6 до 18.4 г м-2 сут-1 (Cuello 
et al., 2015). Tetraselmis sp. при выращивании в бас-
сейнах типа рэйсвей в осеннее время в Австралии 
демонстрировал продуктивность 36 мг л-1 сут-1 (или 
7.2 г м-2 сут-1) без добавления CO2, что очень сходно 
c показателями, полученными нами в контрольном 
варианте без дополнительного углеродного обеспе-
чения (Raes et al., 2014). Продуктивность T. suecica 
в фотобиореакторах мешочного типа в Австралии 
составляла около 110 мг л-1 сут-1 (Moheimani, 
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Рис.5. Зависимость КПД фотосинтеза в культуре 
T. viridis от суммарной суточной облучённости при есте-
ственном освещении c различным углеродным обеспече-
нием. Прерывистые линии – линейные аппроксимации. 
СО2 – вариант с дополнительным внесением углекислого 
газа.
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2013b). Chini Zitelli et al. (2006) сообщалось, что 
продуктивность культуры T. suecica при выращива-
нии в Италии августе достигала 36-38 г м-2 сут-1. Но 
этот показатель был достигнут при культивирова-
нии в вертикальных трубчатых фотобиореакторах 
при большем уровне освещённости.

Продуктивность культур микроводорослей 
при естественном освещении определяется как 
условиями минерального и углеродного обеспе-
чения, так и климатическими факторами места 
культивирования. Наиболее важным фактором 
среды является облучённость культуры в области 
фотосинтетически активной радиации. Настоящее 
исследование роста T. viridis проводилось в весеннее 
время в условиях средних широт, и средняя суточ-
ная облучённость в области ФАР составляла 3 МДж 
м-2 сут-1. Положительная корреляция дневной про-
дукции и суточной облучённости при добавлении 
CO2 позволяет предположить, что дополнительное 
углеродное обеспечение при более высокой облу-
чённости будет способствовать достижению боль-
ших продукционных показателей для этого вида 
микроводорослей.

При дополнительном внесении источника 
углерода в культуре T.  viridis возрастала числен-
ность клеток, скорость деления и был отмечен 
более низкий показатель соотношения B/N, свиде-
тельствующий о меньшем среднем размере клеток. 
Снижение скорости деления и укрупнение клеток 
в контрольном варианте могут быть обусловлены 
неблагоприятными условиями, ограничивающими 
деление клеток, из-за недостатка углеродного суб-
страта, а также высокого уровня pH.

Рост культуры T. viridis наблюдался в течение 
всего светового дня, однако даже в условиях макси-
мальной продуктивности ночная потеря биомассы 
составляла от 20 до 40% от дневной продукции. 
Учитывая это, целесообразно проводить сбор уро-
жая в вечернее время для снижения потерь.

Ночная потеря биомассы в культурах микро-
водорослей зачастую возрастает при увеличении 
скорости роста за счёт увеличения дыхания роста. 
Например, была показана линейная зависимость 
между суточным урожаем (продуктивностью) и 
ночной потерей биомассы для культуры Tetraselmis 
suecica (Michels et al., 2014). Однако в данном иссле-
довании было показано, что для T. viridis внесение 
источника углерода как повышало дневную и сред-
несуточную продукцию, так и приводило к сни-
жению ночной потери биомассы. Для Limnospira 
platensis сходным образом было показано, что при 
снижении концентрации источника неорганиче-
ского углерода (в форме бикарбоната натрия) про-
исходило увеличение ночной потери биомассы 
(Авсиян и Геворгиз, 2025). Вероятно, лимитирова-
ние роста культуры по углероду требует дополни-
тельных энергетических затрат, в частности, для 
работы CO2-концентрирующих механизмов.

При внесении СО2 повышалась эффективность 
утилизации солнечной энергии культурой микро-
водорослей, КПД конверсии в биомассу составил 
до 17% (12% в среднем), что является достаточно 
высоким значением. Для сравнения, рост культуры 

Tetraselmis suecica в трубчатых фотобиореакторах 
позволял достигать КПД 9.4% (Chini Zittelli et al., 
2006).

В целом, в результате исследования был 
достигнут устойчивый рост культуры T.  viridis в 
открытых бассейнах в весеннее время в условиях 
климата средних широт. Установлено влияние 
углеродного обеспечения в виде подачи CO2 на про-
дукционные характеристики микроводоросли при 
естественном солнечном освещении, что позволяет 
повысить производительность систем культивиро-
вания, а также открывает перспективы одновремен-
ной секвестрации углекислого газа и продукции 
биомассы для аквакультуры, биотоплива и других 
биотехнологических применений. Предметом даль-
нейших исследований может быть оценка влия-
ния углеродного обеспечения на продуктивность 
T.  viridis по отдельным компонентам биомассы, 
таким как липиды и пигменты, а также проведение 
техно-экономического анализа, сопоставляющего 
дополнительные операционные затраты и стои-
мость биомассы для крупномасштабных систем 
культивирования.

5.	Выводы

Исследование роста T. viridis при полупро-
мышленном культивировании в условиях климата 
средних широт показало, что дополнительное 
углеродное обеспечение способствует увеличению 
продуктивности и максимальной биомассы и обе-
спечивает повышение эффективности утилизации 
солнечной энергии. Для дальнейшей оптимизации 
функционирования биотехнологических произ-
водств по выращиванию T.  viridis необходимо про-
ведение более подробного техно-экономического 
анализа, учитывающего затраты как на углекислый 
газ, так и на капитальные расходы на конкретную 
систему внесения CO2 в культуру микроводорослей.
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