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微藻是水产养殖动物终生或特定发育阶段的饵料(或饵料的饵料), 作为重要基础

之一 , 很大程度上支撑着水产养殖产业。目前 , 在水产育苗过程中 , 由于生物污染和气

候等原因 , 时常出现饵料微藻数量不足现象 , 人们不得不选用人工饲料代替 , 这在很大

程度上限制了水产养殖业发展 。同时 , 微藻饵料质量的优劣也直接影响着水产动物孵化

率 、成活率及生长率等 , 也决定着水产养殖的成败 。因此选择生长快 、颗粒大小适宜并

富含营养物质的饵料微藻是水产养殖的基础。

科学家们研究发现 , 水产饲料中多不饱和脂肪酸 [如二十碳五烯酸(EPA)、 二十

二碳六烯酸(DHA)等 ] 对海鱼和对虾影响效果明显(陈晓林等 , 2004;刘镜恪等 ,

1997, 2002, 2004, 2005;2001;Liuetal, 2002, 2004;邱小琮等 , 2004)。多数海洋

微藻具有增加 ω3-和 ω6-系列脂肪酸链长和去饱和能力 , 是多不饱和脂肪酸含量最多的

生物类群(樊云真等 , 1998;李文权等 , 2003;刘建国等 , 2002)。在水产中 , 微藻饵料

的缺乏常常成为限制水产动物育苗的关键因素 , 因此提供优质海洋微藻饵料是促进水产

业发展的重要措施。微拟球藻是海洋微藻大眼藻纲中的主要种群(Hibberd, 1981), 能

高产不饱和脂肪酸(特别是 EPA)(Zouetal., 1999;魏东 , 2000;王秀良 , 2002), 并

具有生长迅速 、 细胞颗粒小(Huetal., 2003)的特点。作者利用微拟球藻培养轮虫 , 投

喂牙鲆幼苗的实验数据显示 , 该藻培育的轮虫对牙鲆幼苗生长有明显促进作用 , 也有利

于提高幼苗的成活率 (刘建国等 , 2007)。
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本文作者利用微拟球藻在天然海水中的人工优化配方以及光温等重要参数 , 总结出

优化培养模式 , 利用不同光生物反应器对优化模式进行了高密度培养验证 , 并研究了比

生长速率与生物产量等问题 , 为该藻的海水饵料培养和水产应用提供基础 。
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一 、材料与方法

1.材料来源与培养方法

　　微拟球藻(Nannochloropsissalina)来自于以色列本古联大学 。该藻具有微细胞颗粒

小 、富含 EPA等不饱和脂肪酸 、营养比较全面 、生长迅速 , 不易污染 、 易形成优势种

等特点 。

利用天然过滤海水(盐度实验采用淡水)按照 BG-11配方为基础 , 并逐一改变某种

营养物质(包括无机氮 、磷 、 铁 、 碳源 、硼 、 铜 、 锌 、 钴 、 锰 、 钼等)浓度后制作培养

液 , 80℃消毒 5min, 冷却到室温分别接种处于对数生长期的微拟球藻 , 分别利用三角

烧瓶开展实验 , 观察实验早期(2 ～ 3d)培养效果 , 寻求最佳营养物质种类和浓度范围 ,

为连续培养建立优化微拟球藻营养配方。

按照改良后的优化配方配制培养液 , 依据上述方法分别接种到平板光生物反应器 、

管道光生物反应器内通气培养 , 维持模式培养参数 , 实现高密度体系后 , 连续采收并补

充等量营养物质 , 观察饵料培养效果 。

2.生长和死亡率测定与计算

微拟球藻细胞测定采用血球计数板法和光密度测定法。由于该藻细胞较小 , 直径只

有 2μm左右 , 每个样品需要在显微镜下仔细统计 , 结果中的细胞数量为 64个样本平均

值 。而在藻液光吸收测定中 , 为避免叶绿素和类胡萝卜素含量变化对其产生影响 , 回避

叶绿素和类胡萝卜素光吸收峰 , 测定 750nm下的光吸收 。并对实验测得的光吸收和细

胞密度进行了比较 , 获得二者的关系曲线 。

二 、结果与讨论

1.优化培养模式的建立

　　众所周知 , 在生物量计算方法中细胞数量比较客观和直接。但是该方法存在明显缺

陷:如果统计样本数量少 , 则数据变化幅度较大;如果样本数量增加后 , 则统计过程用

时较长 , 且比较繁杂 。在微拟球藻生长测定中 , 同时测定了光吸收和细胞密度数据 , 结

果表明二者之间有比较强的线性正相关性 , 相关方程为:Y=0.07215 +0.0197X, 相关

系数为 94.4%。 X为细胞数量 10
6
mL

-1
, Y为 750nm的光吸收值。当微拟球藻细胞密度

过高时 , 需要利用净洁海水对藻液先行稀释 , 间接获得细胞数量或测定光吸收 。另外 ,

藻液中藻体碎片和溶解性物质对浊度稍有影响 , 这也是影响线型相关系数的可能原因。

1)不同氮 、磷及浓度对微拟球藻生长的影响

图 1是在 4种不同氮源培养条件下微拟球藻生长状况。该藻能够利用硝酸氮和铵氮

为基本代谢的无机营养物质 , 在 2 mmol/L以下范围内 , 增加氮肥有利于该藻生长 , 其

中铵氮培养效果明显好过硝酸氮 , 硫酸铵和尿素是最好的;该藻达到最快生长所需要的



刘建国等:微拟球藻优化培养模式及其在光生物反应器高密度培养中的应用 57　　　

图 1　不同类型的氮源及其浓度对微拟球藻细胞生长的影响

硫酸铵量最少(只有 1mmol/L, 而其他氮肥为 2mmol/L), 但是高浓度的硫酸铵引起细

胞生长下降 , 这可能与氨中毒现象有关;在大于 2 mmol/L氮肥范围内 , 尿素培养效果

最高也最稳定 , 表明尿素是培养微拟球藻的理想氮肥。

在 1.0mmol/L硫酸铵 、 2.0mmol/L尿素 、 0.5 mmol/L硫酸铵 +1.0mmol/L尿

素为氮源情况下 , 比较了磷(KH2PO4)浓度梯度对微拟球藻生长状况(图 2)。从中可以

看出 , 无论在何种氮肥情况下 , 5 ～ 8mg/L的磷浓度时该藻的光吸收最大 , 表明 5 ～

8mg/L是微拟球藻生长的适宜磷浓度 。

图 2　在不同氮源组合下 , 磷浓度梯度对微拟球藻细胞生长的影响

从图 2结果中还可以看出 , 微拟球藻在 2.0mmol/L尿素中的光密度曲线明显高于

其他曲线 , 表明尿素的培养效果明显比硫酸铵以及二种氮肥的复合要好 , 与图 1结果一

致 。因此 , 建议生产中采用 2.0 mmol/L尿素作为氮肥 , 同时配以 5 ～ 8mg/L的磷酸二

氢钾。

应当指出 , 上述氮磷配方与原 BG-11有很明显的差异 , 主要差异表现在:氮源从硝

酸钾改为尿素 , 并且氮浓度有大幅度下降 , 只有原来的 1 /7;磷酸二氢钾也有很大降

幅 , 下降到了原来的 1 /5。
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2)铁盐 、 碳和氯化钠在微拟球藻生长中的作用

柠檬酸铁 、 氯化铁和硫酸亚铁处理情况下 , 微拟球藻生长数据(图 3)表明 , 柠檬酸

铁比其他二种铁盐的培养效果好些 , 在实验范围内 , 1.5 mg/L的柠檬酸铁效果最佳 。

上述铁与原 BG-11也有很明显的差异 , 其中铁浓度只是原 BG-11的 1/4。

图 3　不同类型的铁源及其浓度对微拟球藻细胞生长的影响

图 4为用不同浓度的小苏打和氯化钠处理后 , 微拟球藻的生长数据 。从中可以看

出 , 在 100mg/L碳酸氢钠和 25 ～ 30 g/L的氯化钠条件下微拟球藻藻液光吸收最大 , 说

明上述浓度比较适宜于微拟球藻生长 , 分别为建议的优化氮磷模式浓度。培养微拟球藻

的盐度在 25%～ 30%, 也比正常海水盐度稍低些 , 因此采用天然海水或向天然海水中添

加 10%～ 15%的淡水最有利于微拟球藻生长。

图 4　碳酸氢钠和氯化钠浓度对微拟球藻细胞生长的影响

3)微量元素及其他对微拟球藻生长的影响效果

钼 、 钴 、铜和锌在微拟球藻生长中的作用如图 5所示 。结果表明微拟球藻对上述微量

元素的需求存在差异 , 其中 0.05mg/L的硫酸锌 、 0.01mg/L的硫酸铜 、 0.08 ～ 0.15 mg/L

的钼酸钠以及 0.02mg/L的氯化钴比较适宜于该藻生长 。这里硫酸锌为 BG-11量的 2 /9,
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硫酸铜只有原量的 1/80, 钼是原来含量的 1/40 , 氯化钴含量为其 1/25。

图 5　钼 、 钴 、 铜 、 锌浓度梯度对微拟球藻细胞生长的作用

硼 、锰以及阿司匹林对微拟球藻生长的影响结果(图 6)表明 , 上述培养因子也对该

藻生长产生一定程度的作用 , 其中 0.5 mg/L的硼酸 、 1.0 mg/L的硫酸锰和 2.0 mg/L

的阿司匹林都有利微拟球藻生物量的增加。同 BG-11配方相比硼只有原来量的 1/60,

硫酸锰代替了氯化锰 , 含量是原量的 1/8。

图 6　锰 、 硼和阿司匹林浓度对微拟球藻细胞生长的影响

另外 , 海水中含有大量钙镁离子 , 没有必要人为添加就能满足藻类生长需求 , 相反

也很难从中除掉 。

综上所述 , 可以总结归纳出利用天然海水配制该藻培养液的适宜营养配方 , 内容包

括:120mg/L尿素 、 6mg/L磷酸钾 、 1.5 mg/L柠檬酸铁 、 0.05 mg/L硫酸锌 、 0.01 mg/L

硫酸铜 、 0.1mg/L钼酸钠 、 0.02mg/L氯化钴 、 0.5mg/L硼酸 、 1.0 mg/L硫酸锰 , 盐度

控制在 25 ～ 30 g/L。

但上述配方同适用于多数微藻培养的 BG-11差异很大 , 除了与具体藻种需要特

定营养配方因素有关外 , 还与海水中含有丰富的微量元素而降低了其添加量有很大

关系 。
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4)光照对微拟球藻生长影响

利用上述优化培养配方 , 进一步观察了微拟球藻光照和温度对该藻生长的影响 (表 1)。

表 1　光照时间对微拟球藻生长影响

光∶暗周期

/h

细胞密度 /(106细胞 /mL)

实验 1 实验 2

起始 第 1周期 第 2周期 起始 第 1周期 第 2周期

4∶20

8∶16

12∶12

16∶8

20∶4

24∶0

5.69(1.00) 9.35(4.66) 4.81(1.00) 4.93(1.12)

6.38(1.69) 10.48(5.79) 5.63(1.82) 5.92(2.11)

4.69 6.78(2.09) 12.16(7.47) 3.81 6.42(2.61) 7.07(3.26)

7.81(3.12) 12.31(7.62) 6.68(2.87) 8.02(4.21)

9.31(4.62) 12.73(8.04) 6.99(3.18) 8.52(4.71)

11.35(6.66) 15.51(10.82) 7.48(3.67) 9.30(5.49)

　　注:实验 1和实验 2的培养温度分别为(25.5±0.5)℃和(19.0±0.5)℃, 光照强度为 144μmol/(m2· s)。括号

内数据为净增加值 , 表内每个样本细胞密度为统计 64次数据的平均值。

从表 1中可以看出无论接种量如何 , 光照时间越长细胞数量越高 , 即增加长光照时

间明显有利于微拟球藻细胞增加。因此我们可以在生产上采用连续光照的方法培养生产

微拟球藻。

从表 1细胞净增加数量进一步分析还可以看出 , 细胞生长速率对光照周期的反

映还与温度有一定关系 。实验范围内温度高更有利于细胞繁殖 。在实验 1中

(25℃)第 1个光照周期 , 光照时间延长 2 ～ 6倍 , 细胞分别净增加了 1.7 ～ 6.7倍;

而在较低温度(19℃)的实验 2中的第 1个光照周期 , 光照时间延长 2 ～ 6倍 , 细胞

只净增加了 1.8 ～ 3.7倍 。

从光能角度分析 , 实验 1(25℃)的第 1个光照周期 , 细胞净增加与光能增加之

间呈不固定的递增关系 , 分别是其光能增加值的 80%、70%、78%、 92%和 111%;

但是第 2d为递减趋势 , 分别是光能增加值的 63%、53%、41%、35%和 39%。而在

较低温度(19℃)的实验 2中 , 光照延长后细胞净增加与光能增加呈递减关系 , 第 1

个光照周期内随着光照延长 2 ～ 6倍 , 细胞净增加只是光能增加量的 91%、 87%、

72%、64%和 61%, 第 2个光照周期为其光能增加量的 94%、 97%、 94%、 84%

和 82%。

5)温度对微拟球藻生长的影响

微拟球藻生长与温度有密切关系。图 7结果表明从 15 ～ 35℃(恒温温度)实验范围

内 , 过低的温度明显延缓该藻生长 , 而过高的温度(35℃)则严重抑制藻细胞增殖 , 其

中 25 ～ 30℃区间最适宜于微拟球藻细胞增长 。由于温度提高不仅增加藻类光合作用速

率 , 而且也直接提高了呼吸速率 。在恒温状态下最适宜于微拟球藻细胞增长 (图 8),

在光照和更高变温条件下(黑暗时适当降低温度 , 达到减少呼吸消耗 , 实现更高的生物
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量累积), 微拟球藻也能维持一定的生长 。

图 8是恒温和变温条件下微拟球藻生长对比结果 。从中可以明显看出:30℃+

20℃变温组合条件下的藻生长速率比相应的 30℃恒温高;即使光下温度为 35℃,

只要黑暗时温度有效下降到 25℃, 微拟球藻依然维持很高的生长速率 。这说明 ,

微拟球藻是一种生长温度范围比较宽 、 更适宜于高温培养的微藻 。图 7、 图 8结果

表明在实际生产上 , 控制温度在 25 ～ 35℃可以获得比较理想的培养效果 。

图 7　培养温度对微拟球藻细胞生长的影响

图 8　温度对微拟球藻细胞增长的影响
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2.微拟球藻优化模式的应用效果

1)优化模式在不同光生物反应器中的应用效果(表 2)

基于上述基本培养因子的研究结果 , 利用优化培养模式配方 , 分别在 5种大小和类

型不同生物反应器中进行了效果观察 。

(1)在室外利用夏季自然光 , 500L平板玻璃光生物反应器(没有严格消毒 , 但加盖

封口防止雨水和灰尘), 实现了 2个多月的微拟球藻连续高密度培养 , 细胞密度达到

7.5×10
11
细胞 /L。

(2)在室外 , 利用 10cm光径的平板玻璃光生物反应器(200L), 在初春季节也实现

了高密度培养微拟球藻 , 细胞密度提高到近 7×10
11
细胞 /L。

(3)在室内 , 利用 60L平板玻璃光生物反应器培养微拟球藻 , 10d内提高到 2.6×

10
11
细胞 /L。

(4)在室内 , 在更大的培养缸中(1600L)培养 8d后 , 微拟球藻密度也提高到 1.2×

10
11
细胞 /L。

(5)在室内连续人工光照条件下 , 利用气升式螺旋管道(光径 1.2 cm)光生物反应

器 , 成功建立了微拟球藻超高密度培养体系 , 细胞密度更高 , 最高可以达到 3.6×10
12

细胞 /L。

上述不同生物反应器培养效果表明 , 在优化培养模式配方中 , 可以比较容易地实现

高密度和超高密度培养 , 其培养密度比目前生产中大小类似的小球藻饵料要高很多 。小

球藻在生产上能达到(0.5 ～ 2)×10
10
细胞 /L就已经非常理想了。

表 2　微拟球藻主要培养参数与生长状况关系

培养参数 低于适宜范围 适宜范围 超过适宜范围 　　　　说　　明

氮 生长明显受限制 2.0mmol/L 生长受抑制 尿素最适 、 硫酸铵等铵肥次之 、 硝酸

肥效果相对较差

磷 生长稍受限制 5 ～ 8mg/L 生长稍受抑制 使用 KH2PO4· H2O

镁 — — — 海水中含量丰富

钙 — — — 海水中含量丰富

盐度 生长受限制 25‰～ 30‰ 生长受抑制 主要 NaCl

碳 生长明显受限制 300mg/L 生长受抑制 使用 NaHCO3

铁 生长明显受限制 1.5mg/L 浪费 柠檬酸铁

硼 生长受限制 0.5mg/L 稍下降、 浪费 使用 HBO3

锰 生长明显受限 1.0mg/L 明显受抑制 使用 MnCl2· 4H2O

钼 明显限制生长 0.1mg/L 稍受抑制 , 浪费 使用 NaMoO4· 2H2O

钴 生长受限制 0.02mg/L 稍受抑制 , 浪费 使用 CoCl2· 6H2O

铜 明显限制生长 0.01mg/L 生长快速下降 使用 CuSO4· 5H2O
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培养参数 低于适宜范围 适宜范围 超过适宜范围 　　　说　　明

锌 生长明显受限制 0.05mg/L 明显受抑制 使用 ZnSO4· 7H2O

温度 生长缓慢 25 ～ 30℃ 生长快速下降 光暗恒温

日夜温差 生长延缓 25 ～ 35℃ 生长受抑制 暗处温度低于光下

光照 生长缓慢 140～ 800

μmol/(m2· s)

光抑制 与密度 、 光径和搅拌方式有关

光照时间 生长受限制 >8h 生长加速 人工光源

2)比生长速率与细胞密度和生物产量的关系

根据我们对不同光生物反应器数据 , 总结出微拟球藻比生长速率与细胞密度和日生

物产量的关系(表 3)。从中可以看出:①比生长速率与体系平衡时细胞密度成明显的负

相关性 。比生长速率越高 , 体系平衡时细胞密度越低;反之 , 比生长速率越小 , 体系平

衡时的细胞密度就越高。 ②比生长速率对单位体积的日生物产量影响比较复杂。一般而

言 , 提高比生长速率首先有利于单位体积日生物产量增加;当达到最高之后 , 继续提高

比生长速率则使得其日生物产量下降 。比生长速率在 10%～ 15%时 , 可以获得微拟球藻

的单位体积最大日生物产量。对室内管道光生物反应器来讲 , 日生物产量出现最大时的

比生长速率也最高 , 其原因估计与该体积的超高密度有关。在超高密度培养体系中 , 除

常规培养因素影响外 , 还有其他新制约因子出现和响应的特殊生理代谢 。例如 , 研究发

现高密度培养体系中 , 细胞自由空间的压缩和细胞相互作用加强 , 导致产生了反馈调节

生长的抑制物质(刘建国等 , 2004;孙艳妮等 , 2001;Imadaetal., 1991;Liuetal.,

2002;Richmondetal., 2003);细胞相互遮蔽作用的加强 , 细胞群体间出现完全不同的

光适应机制(张展等 , 2003);另外 , 在超高密度培养体系中 , 营养代谢物质补偿机制

出现了变化 。③生物反应器类型和体积大小对其日生物产量并没有起决定性影响(如

10.5L的管道反应器比 200L的平板反应器还要高很多), 合适的培养参数是决定生物反

应器日生物产量的重要因子 。相对而言 , 增加光照能量(如在夏天获得高光强度)或增

加光照时间(表 1)或提高培养温度到适宜范围内等措施 , 都明显增加微拟球藻的日生物

产量。因此在水产养殖中利用海水培养微拟球藻时 , 建议尽可能地采用本研究获得的优

化模式 , 可获得理想的培养效果。

表 3　不同类型光生物反应器中 , 微拟球藻的比生长速率 、 细胞密度和日生物产量

比生长速率

/%

系统平衡时采收藻液的平均密度

/(108细胞 /mL)

反应器日生物产量

/ (1012细胞)

日生物产量

/(1010细胞 /L)

初春季平板玻璃反应器(反应器体积 200 L, 反应液体积 180L, 光径 10cm)

25.0 0.8 3.4 1.9

20.0 1.1 3.8 2.1

15.0 2.2 5.8 3.2

10.0 3.5 6.2 3.5
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比生长速率

/%

系统平衡时采收藻液的平均密度

/(108细胞 /mL)

反应器日生物产量

/(1012细胞)

日生物产量

/(1010细胞 /L)

5.0 4.5 4.1 2.3

夏季平板玻璃反应器(反应器体积 500 L, 反应液 450L, 光径 20cm)

15.0 4.8 32.4 7.2

12.5 5.8 32.6 7.3

10.0 6.8 30.6 6.8

5.0 7.4 16.7 3.7

室内管道反应器(反应器体积 10.5L, 反应液 10L, 光径 1.2cm)　　

30.0 8.0 24.0 24.0

20.0 10.0 20.0 20.0

10.0 16.0 16.0 16.0

5.0 27.0 13.5 13.5

　　注: 200L和 500L平板反应器实验分别在初春和夏季 , 利用室外自然变化的光温条件下开展;而 10.5L管道

反应器为室内 24h连续光照实验 , 培养藻液温度控制在(27±1.0)℃。

三 、结　　论

通过在青岛和新加坡不同气候 、 温度 、光照条件 , 以及梯度营养因子(包括氮 、 磷 、

铁 、碳 、硼 、锌 、钴 、铜 、钼 、锰)对微拟球藻细胞生长影响 , 建立了以天然海水为基

础的优化培养模式 , 主要内容包括:尿素 120mg/L、 磷酸二氢钾 6mg/L、 柠檬酸铁

1.5mg/L、 硫酸锌 0.05mg/L、 硫酸铜 0.01mg/L、钼酸钠 0.1mg/L、 氯化钴 0.02mg/L、

硼酸 0.5mg/L、硫酸锰 1.0mg/L、 氯化钠盐度 25‰到 30‰、 室内连续光照和适宜的人

工强光照 、 室内温度在 25 ～ 30℃(有较大日夜温差时光下可提高到 35℃)、比生长速率

控制在 10%～ 15%之间 。

利用不同体积(10L、 60L、 200L、 500L、 1600L)和不同类型 (平板玻璃和螺旋管

道)的光生物反应器 , 均可以实现位拟球藻的高密度培养 , 细胞密度可以达到 (1.2×

10
11
～ 3.6×10

12
)细胞 /L, 该密度比目前生产上培养的密度平均提高了数百倍 。

比生长速率和培养密度成负相关性 , 比生长速率增加时培养体系内的密度逐步减

少 。比生长速率对体系产出量也有直接影响。通常比生长速率在 10%～ 15%时 , 可以获

得微拟球藻的最大产出。

上述结果可为直接培养微拟球藻或间接培养其他微藻的生产提供指导作用 。
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OPTIMIZEDCULTUREMODEANDITSAPPLICATIONFOR
DENSECULTUREOFNANNOCHLOROPSISSALINA

INDIFFERENTPHOTOBIOREACTORS
＊

LIUJianguo　ZHANGJingpu　YINMingyan　MENGZhaocai

(InstituteofOceanology, ChineseAcademyofSciences, Qingdao　266071)

ABSTRACT

Theimpactsofdifferentfactors(includinglight, temperature, nitrogen, phosphorous,

iron, carbon, zinc, boron, cobalt, copper, molybdenum, manganess, etc)oncellgrowthof

Nannochloropsissalina, thesolemarinegenusoftheEustigmatophyceae, werecarriedoutin

QingdaoandSigaporewithnatureseawater.Basedontheresultsobtained, aoptimummodel

goodforculturingthisunicellularalgawassuggestedasfollows:120mg/Lurea, 6mg/LKH2

PO4 , 1.5 mg/LFerriccitrate, 0.05 mg/LZnSO4 , 0.01 mg/LCuSO4 , 0.1 mg/LNaMoO3 ,

0.02mg/LCoCl2 , 0.5mg/LHBO3 , 1.0 mg/LMnSO4 , 25‰～ 30‰NaCl, continuousillumi-

nationindoororsuitablestronglightintensityaswellasacontanttemperaturebetween25 ～

30℃, orvariedtemperaturebetween25 ～ 35℃, specificgrowthrateat10% ～ 15%.

3.6×10
12
to1.2×10

11
cells/LofdensecultureofNannochloropsissalinawereachieved

byusing10Loftubularcoiledphotobioreactor, 60L, 200L, 500Land1600Lofflatglasspho-

toreactors, respectively, whichwasseveralhundred-foldhigherthanthecelldensityoftradi-

tionalmicroalgalcultureinaquaculture.Specificgrowthrate, negativecorrelationwithcellden-

sity, affectedthebiomassoutputinNannochloropsissalinaculturesystem.10%～ 15% ofspe-

cificgrowthratewassuggestedinapplicationformaximalproduction.


