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The article presents an algorithm for using spectrophotometric measurement 
to determine the number of cells of cultures of microalgae of the genus 
Tetraselmis filtered and unfiltered samples. The dependence "density – 
number of cells" is approximated by a linear equation with a high correlation 
coefficient, more than 75%, which confirms the high reliability of the 
method. The ability to measure the density of unfiltered culture samples on 
a spectrophotometer allows you to quickly estimate the number of cells both 
in the field and on an industrial scale.
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Одноклеточные микроводоросли – эффективные 
производители первичной биомассы, находящейся 
в основе пищевой цепи [1]. Коммерческое культи-
вирование микроводорослей для получения био-
массы началось всего 60 лет назад. Массовое произ-
водство некоторых видов было разработано в США, 
Израиле, Австралии, Китае и Таиланде в 1980-х го-

дах. Микроводоросли – удобный источник белков, 
углеводов, липидов, нуклеиновых кислот и вита-
минов. Биохимический состав культур микроводо-
рослей варьируется в зависимости от конкретного 
штамма и условий культивирования [2].

Микроводоросли в больших объемах используют 
в аквакультуре в качестве корма для культивируе-
мых гидробионтов, при очистке сточных вод, в ка-
честве сырья в пищевой промышленности, медици-
не и сельском хозяйстве [3]. Кроме того, культуры 
микроводорослей обладают антибактериальными 
и противогрибковыми свойствами [4].

Микроводоросли культивируют как в пресной, 
так и в морской воде. Для культивирования в мор-
ской воде широко применяется род Tetraselmis 
(Chlorophyta) – известный как галотолерантный 
род, культуры которого можно выращивать в ус-
ловиях низкой солености (от 14‰). Культуры 
Tetraselmis характеризуются быстрыми темпами 
роста и способностью к поддержанию высокого 
уровня биомассы в течение длительного времени 
(рис. 1-2), что является одним из важнейших кри-
териев культивирования [11]. При добавлении 
культур данных микроводорослей к живым кор-
мам, например, артемии Artemia salina, содержа-
ние питательных веществ в последней увеличива-
лось в несколько раз [5; 6]. Культуры Tetraselmis spp. 
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Рисунок 1. Культура микроводорослей 
Tetraselmis sp под световым микроскопом 
при увеличении ×40
Figure 1. Culture of Tetraselmis sp microalgae under a light 
microscope at magnification ×40
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В статье представлен алгоритм применения спек-
трофотометрического измерения, для определе-
ния численности клеток культур микроводорослей 
рода Tetraselmis, фильтрованных и нефильтрован-
ных проб. Зависимость «плотность – численность 
клеток» аппроксимируется линейным уравнени-
ем, с высоким коэффициентом корреляции – бо-
лее 75%, что подтверждает высокую достовер-
ность метода. Возможность измерения плотности 
нефильтрованных проб культуры на спектро-
фотометре позволяет получить быструю оценку 
численности клеток как в полевых условиях, так  
и в промышленных масштабах.

демонстрируют высокие темпы роста в стрессовых 
условиях, устойчивость к биологической контами-
нации при массовом выращивании (рис. 3), в том 
числе – на открытых площадках (рис 4). Данные 
свойства культур широко используются в биотех-
нологии и фикобиоремедиации [12].

Технология выращивания микроводорослей 
подразумевает постоянный учет численности куль-
туры. При прямом подсчете микроводорослей под 
световым микроскопом используют разные счет-
ные камеры, такие как Нажотта, Горяева, Седвика-
Рафтера и другие. Эти методики – очень трудоемки 
и   подходят для подсчета микроводорослей в не-
больших объемах, что неудобно при использовании 
в полевых и промышленных условиях [7; 8]. Выхо-
дом из ситуации является применение спектрофо-
тометрического метода, основанного на замере оп-
тической плотности культуры, который отличается 
быстротой, высокой чувствительностью и не требу-
ет специальной подготовки [9].

Цель работы заключается в проверке возмож-
ности применения спектрофотометрического 
метода, для быстрого подсчета численности кле-
ток в   культурах микроводорослей Tetraselmi spp., 
и  сравнение оптической плотности и численности 
клеток в пробах фильтрованной и нефильтрован-
ной культуры микроводорослей в период проведе-
ния эксперимента.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В эксперименте были исследованы культу-

ры микроводорослей Tetraselmis striata (Butcher), 
Tetraselmis vitidis (Butcher), Tetraselmis maculate 
(Butcher) и Tetraselmis sp. 

В ходе эксперимента микроводоросли выращи-
вали при температуре 21℃ на питательной среде 
f/2, приготовленной на стерилизованной морской 
воде с соленостью 32‰. Свето-темповой режим 
12/12 ч, под диодной лампой с уровнем освещенно-
сти 2500 Лк. Были использованы колбы Эрленмей-
ера с объемом культуральной среды 200 мл (рис 5). 
Культуру микроводорослей на экспоненциальной 
стадии роста использовали в качестве инокуля-
та. Продолжительность эксперимента составляла 
28  суток. Пробы для подсчета численности клеток 
и определения оптической плотности отбирали на 
0, 2, 4, 7, 9, 11, 14, 16, 18, 21, 23, 25 и 28 сутки опы-
та. Эксперимент проводился в трех биологических 
повторностях, с тремя начальными численностями 
клеток: 1) 13×103 кл/мл; 2) 25×103 кл/мл; 3) 51×103 
кл/мл. для каждого вида. Всего использовано 36 
проб. Для применимости предлагаемого метода 
подсчёта, непосредственно в культурах кормовых 
организмов, были измерены пробы, профильтро-
ванные через нейлоновый газ с ячеей 29 мкм. Не-
фильтрованные – культуры, выращенные в ваннах 
и бассейнах на открытых площадках. Фильтрован-
ная культура получалась после пропускания через 
нейлоновую сетку с ячеей 29 мкм. Измерение не-
фильтрованных культур позволяет упростить про-
боподготовку и увеличить количество замеров. От-
дельная задача была в сравнении оптической плот-
ности фильтрованных и нефильтрованных культур 
микроводорослей.

Подсчет численности клеток культур произво-
дили на проточном цитометре CytoFLEX (Beckman 
Coulter, США). Для анализа в течение каждого изме-
рения записывали 20000 событий (регистрируемых 
в пробе частиц). Выбор клеток водорослей из обще-
го числа событий, детектируемых цитометром, про-
водили по флуоресценции хлорофилла а. Интенсив-
ность флуоресценции хлорофилла а регистрирова-
ли на длине волны 690 нм, длина волны возбужде-
ния составляла 488 нм, (для проточного цитометра 
CytoFLEX канал регистрации данных – PC 5.5). 

Определение оптической плотности на длине 
волны 750 нм (OD

750
) [10] проведено с помощью 

Рисунок 2. Стартовая культура 
микроводорослей Tetraselmis sp.  
в 4-хлитровых емкостях
Figure 2. Starting culture of Tetraselmis sp. microalgae  
in 4-liter containers
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спектрофотометра ПЭ-5400ВИ (Экрос, Россия) 
в  стеклянных кюветах с оптическим путем 10 мм 
(рис. 6). 

Статистическую обработку выполняли с помо-
щью программы Excel.

На рисунках 7-14 представлены зависимости оп-
тической плотности культур от численности клеток 
в культуре. Во всех случаях зависимость аппрокси-
мируется линейным уравнением y=ax+b.

В фильтрованных пробах культур T. Striata, при 
начальных численностях клеток 13×103 кл/мл, 
25×103 кл/мл и 51×103 кл/мл, средние коэффициен-
ты достоверности линейного уравнения составляли 
93, 94, 96%. 

В нефильтрованной культуре T. Striata, при тех 
же начальных численностях, средние коэффици-
енты достоверности составляли 92, 93, 97%, отли-
чаясь в среднем на 1% от показателей фильтрован-
ных проб.

Для T. maculata в фильтрованных пробах сред-
ний коэффициент достоверности уравнений со-
ставлял, соответственно, 77, 83, 89%. В нефильтро-
ванных пробах средний коэффициент достоверно-
сти отличался на  3,3%, составляя, соответственно, 
75, 81 и 83%.

В фильтрованных пробах T. viridis средний коэф-
фициент достоверности линейного уравнения по-
казывает 85, 86 и 86%. В нефильтрованных пробах 
средний коэффициент достоверности составлял 84, 
86 и 88%, отличаясь в среднем на 1%.

В фильтрованных пробах для Tetraselmis sp. сред-
ний коэффициент достоверности составлял 89, 94 
и 95%. В нефильтрованных пробах зависимость ап-
проксимируется уравнением с коэффициентами до-
стоверности 88, 93 и 95%, отличаясь в среднем на 
0,6%.

Коэффициенты линейного уравнения y=ax+b 
для фильтрованных и нефильтрованных проб ука-
заны в таблице 1, y – численность клеток × 103 в мл, 
х – оптическая плотность, измеренная на длине вол-
ны 750 нм. 

Рисунок 4. Выращивание культуры 
Tetraselmis sp. на открытой площадке
Figure 4. Growing Tetraselmis sp. culture in an open area

Рисунок 5. Экспериментальные культуры 
Tetraselmis spp. в аквариальной ННЦМБ 
ДВО РАН 
Figure 5. Experimental cultures Tetraselmis in the aquarium 
NSCMB FEB RAS

Рисунок 6. Измерение на оптической 
плотности на спектрофотометре Экрос
Figure 6. Measurement of optical density on the Ekros 
spectrophotometer

Рисунок 3. Выращивание культуры 
Tetraselmis sp. в лабораторных условиях 
при искусственном освещении
Figure 3. Growing Tetraselmis sp. culture in laboratory 
conditions under artificial lighting



АКВАКУЛЬТУРА И ВОСПРОИЗВОДСТВОwww.tsuren.ru

79Рыбное хозяйство • № 4 • июль-август 2022 

Рисунок 7. Зависимость оптической 
плотности культуры от численности 
клеток культуры для Tetraselmis striata 
(фильтрованные пробы)
Figure 7. Dependence of the optical density of the culture 
on the number of culture cells for Tetraselmis striata 
(filtered samples)

Рисунок 8. Зависимость оптической 
плотности культуры от численности 
клеток культуры для Tetraselmis striata 
(нефильтрованные пробы
Figure 8. Dependence of the optical density of the culture 
on the number of culture cells for Tetraselmis striata 
(unfiltered samples)

Рисунок 9. Зависимость оптической 
плотности культуры от числености 
клеток культуры для Tetraselmis maculata 
(фильтрованные пробы)
Figure 9. Dependence of the optical density of culture 
on the number of culture cells for Tetraselmis maculata 
(filtered samples)

Рисунок 10. Зависимость оптической 
плотности культуры от численности 
клеток культуры для Tetraselmis maculata 
(нефильтрованные пробы)
Figure 10. Dependence of the optical density of culture 
on the number of culture cells for Tetraselmis maculata 
(unfiltered samples)

Рисунок 11. Зависимость оптической 
плотности культуры от численности 
клеток культуры для Tetraselmis viridis 
(фильтрованные пробы)
Figure 11. Dependence of the optical density of culture on 
the number of culture cells for Tetraselmis viridis (filtered 
samples)

Рисунок 12. Зависимость оптической 
плотности культуры от численности 
клеток культуры для Tetraselmis viridis 
(нефильтрованные пробы)
Figure 12. Dependence of the optical density of culture 
on the number of culture cells for Tetraselmis viridis 
(unfiltered samples)
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Рисунок 13. Зависимость оптической 
плотности культуры от численности 
клеток культуры для Tetraselmis sp. 
(фильтрованные пробы)
Figure 13. The dependence of the optical density  
of the culture on the number of the culture cells  
for Tetraselmis sp. (filtered samples)

Рисунок 14. Зависимость оптической 
плотности культуры от численности 
клеток культуры для Tetraselmis sp. 
(нефильтрованные пробы)
Figure 14. The dependence of the optical density  
of the culture on the number of the culture cells for 
Tetraselmis sp. (unfiltered samples)

Вид
Фильтрованные пробы Нефильтрованные пробы

а b а b
Tetraselmis striata 0,0004 0,0343 0,0004 0,0419
Tetraselmis viridis 0,0003 0,0367 0,0002 0,0531

Tetraselmis maculata 0,0003 0,0603 0,0002 0,0914
Tetraselmis sp. 0,0003 0,0607 0,0003 0,0233

Таблица 1. Данные для пересчета линейной модели оптической плотности  
на численность ×103 в мл / Table 1. Data for recalculation of the linear optical density  
model by the number of ×103 in ml


