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СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИЙКОНТРОЛЬЧИСЛЕННОСТИКЛЕТОК
ВОДОРОСЛИCHLORELLA VULGARIS (BEIJERINCK)

Аннотация
Определение численности клеток водорослей методом подсчета в счетной камере

является классическим и достаточно трудоемким методом. В настоящее время для этого
возможно применение спектрофотометрического метода.
При культивировании хлореллы необходимо проводить измерение оптической

плотности при длине волны 410 нм, а расчет количества клеток вести по уравнению:
Количество клеток (млн. кл / мл) = 5,926*ОП410 – 2,051, связывающему оба параметра.
Ключевые слова
Хлорелла, количество клеток, оптическая плотность, спектрофотометрический метод.

Введение. На сегодняшний день производство биомассы водорослей занимает одно из
центральных мест в современной биотехнологии. Сфера применения водорослей включает
как использование самой их биомассы, так и использование биомассы как сырья для
получения каких - либо ценных веществ [4]. Это объясняется тем, что водоросли являются
источником разнообразных ценных и уникальных биоорганических соединений, богаты
белками, витаминами, микроэлементами и биологически активными веществами [3].
Культивирование в специальных установках водорослей, в частности хлореллы,

позволяет получать суспензию, которую применяют в качестве ценного корма и
биостимулятора в животноводстве, птицеводстве, пчеловодстве и аквакультуре. С
экономической точки зрения, применение водорослей в виде суспензии намного
эффективнее, чем в виде пасты или сухой массы, так как отделение биомассы от
культуральной жидкости, консервирование, высушивание, хранение, транспортировка и
другие процессы, связанные с практическим применением водорослей, требуют
значительных дополнительных расходов.
Вне зависимости от того, в каком виде применяется водоросль, при ее культивировании

необходимо контролировать скорость роста и размножения клеток. Классическим методом,
позволяющим определить количество клеток в суспензии водоросли, в том числе и
хлореллы, является подсчет под микроскопом в счетной камере [1, 5, 7, 8]. Однако, данный
метод достаточно трудоемкий и требует затраты большого количества времени. В
настоящее время наряду с классическим подсчетом клеток в счетной камере применяют
более современный спектрофотометрический метод, основанный на определении
оптической плотности суспензии водорослей. Использование такого метода подразумевает
определение соотношения оптической плотности суспензии с посчитанным количеством
клеток классическим методом и последующее построение калибровочного графика с
вычислением уравнения регрессии [6].
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В настоящее время во многих работах, посвященных культивированию хлореллы для
различных целей, приводятся уравнения регрессии, основанные на измерении оптической
плотности суспензии при различных длинах волн. У исследователей нет единого мнения о
значении длины волны, при котором следует измерять оптическую плотность суспензии
хлореллы для получения максимально высокого коэффициента детерминации,
связывающего оптическую плотность и количество клеток. На основании этого, целью
исследования являлся сравнительный анализ основных статистических параметров,
отражающих взаимосвязь между двумя параметрами: оптической плотностью суспензии
хлореллы при различных длинах волн и количеством клеток, подсчитанным с помощью
счетной камеры.
Материалы и методы. В качестве объекта исследований использовалась

водоросль Chlorella vulgaris (Beijerinck), выращенная в накопительном режиме с
использованием питательной среды Тамийя [2]. Для построения калибровочного
графика и уравнения регрессии было приготовлено 10 проб суспензии различной
концентрации (см. табл. 1).

Таблица 1 –Соотношение суспензии хлореллы
и дистиллированной воды

Номер пробы Количество
суспензии хлореллы, мл дистиллированной воды, мл

1 10 –
2 9 1
3 8 2
4 7 3
5 6 4
6 5 5
7 4 6
8 3 7
9 2 8
10 1 9

Источник: разработано автором

Подсчет клеток проводили визуально с помощью камеры Нажотта под микроскопом
ЛОМО Микмед - 5 (×40). Оптическую плотность (ОП) измеряли на спектрофотометре
Metertech SP8001.Спектрофотометрирование проводили в прямоугольной кювете с длиной
оптического пути в 1 см при длинах волн 400–500 нм (1 - я группа) и 630–760 нм (2 - я
группа) с шагом в 10 нм. Группы сформированы на основании спектров поглощения
основных фотосинтетических пигментов хлореллы, определяющих окраску ее клеток во
время культивирования. Измерения проводили в трехкратной повторности.
Результаты. На основании анализа полученных данных построены графики линейного

роста, определены коэффициенты детерминации при различных длинах волн и значимость
уравнения регрессии (n=10, p=0,05) (см. табл. 2).
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Таблица 2 – Значения основных статистических параметров
Длина
волны,
нм

Коэффициент
детерминации,

R2

Значимость
F

Длина
волны,
нм

Коэффициент
детерминации,

R2

Значимость
F

400 0,8745 7,15*10- 5 650 0,8555 12,68*10- 5

410 0,8795 6,07*10- 5 660 0,8591 11,46*10- 5

420 0,8769 6,61*10- 5 670 0,8602 11,09*10- 5

430 0,8767 6,66*10- 5 680 0,8628 10,28*10- 5

440 0,8760 6,82*10- 5 690 0,8519 14,03*10- 5

450 0,8720 7,73*10- 5 700 0,8421 18,21*10- 5

460 0,8652 9,56*10- 5 710 0,8368 20,81*10- 5

470 0,8653 9,53*10- 5 720 0,8339 22,38*10- 5

480 0,8642 9,84*10- 5 730 0,8363 21,05*10- 5

490 0,8621 10,49*10- 5 740 0,8367 20,84*10- 5

500 0,8573 12,04*10- 5 750 0,8375 20,46*10- 5

630 0,8463 16,30*10- 5 760 0,8368 20,80*10- 5

640 0,8470 15,98*10- 5

Источник: разработано автором

В каждой группе исследованных длин волн выбраны лучшие значение коэффициента
детерминации и значение показателя достоверности уравнения линейной регрессии для
дальнейшего вычисления уравнении регрессии. В группе 1 наилучшие показатели
достигнуты при измерении оптической плотности суспензии при длине волны 410 нм, а в
группе 2 – при 680 нм. Коэффициент детерминации при данных длинах волн был
достаточно высоким: 0,8795 и 0,8628 соответственно при 410 нм и 680 нм.
Связь между численностью клеток, подсчитанной с помощью счетной камеры, и

оптической плотностью суспензии при определенных длинах волн в полной мере отражают
уравнения регрессии. На основании показателя значимости можно сделать вывод, что для
всех длин волн уравнения линейной регрессии достоверны. Учитывая значения
коэффициента детерминации при измерении оптической плотности суспензии хлореллы
при длинах волн 410 нм и 680 нм, получены следующие уравнения регрессии, отражающие
связь между численностью клеток и оптической плотностью (ОП) суспензии хлореллы
(формула 1 и 2):

Количество клеток (млн. кл / мл) = 5,926*ОП410 – 2,051, (R2=0,88, p<0,05) (1)

Количество клеток (млн. кл / мл) = 7,585*ОП680 – 2,137,(R2=0,86, p<0,05) (2)

Установлено, что измерение оптической плотности может осуществляться как при длине
волны 410 нм, так и при 680 нм, что соответствует двум пикам поглощения света
хлорофиллом а. Однако, коэффициент детерминации выше для уравнения регрессии,
полученного при измерении при длине волны 410 нм. Поэтому измерение оптической
плотности при длине волны 410 нм позволит получить наиболее правильные значения
количества клеток.
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Заключение. Для определения численности клеток спектрофотометрическим методом
при культивировании суспензии хлореллы оптическую плотность следует измерять при
длине волны 410 нм, а для вычисления количества клеток уравнение: Количество клеток
(млн. кл / мл) = 5,926*ОП410 – 2,051.
Таким образом, применение спектрофотометрического метода для определения

численности клеток суспензии при культивировании хлореллы позволит снизить
трудоемкость процесса культивирования водорослей.
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