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Введение. Haematococcus pluvialis – широко распространенная пресноводная одноклеточная 

зеленая микроводоросль, принадлежащая к классу Chlorophyceae. При наступлении неблагопри-

ятных условий клетки H. pluvialis приобретают ярко-красную окраску, которая обеспечивается 

накоплением большого количества вторичных каротиноидов, в том числе астаксантина [3, 7, 9]. 

Содержание астаксантина может достигать 3–5% от массы клетки и до 95% от общего количества 

каротиноидов [3, 5], однако, отмечено, что высокое содержание астаксантина в клетках может 

быть получено только при культивировании фотоавтотрофно, так как для процесса его биосинтеза 

необходим свет [7, 8]. 

Астаксантин является ценным каротиноидным пигментом с мощными антиоксидантными 

свойствами. Потребление астаксантина в качестве пищевой добавки дает многочисленные пре-

имущества для здоровья человека [6]. Использование астаксантина как добавки к корму для рыб 

способствует его накоплению в тканях, придавая желаемую окраску [9].  На сегодняшний день 

большая часть применяемого астаксантина имеет искусственное происхождение, хотя и отмечено, 

что химически синтезированный пигмент обладает меньшей биологической активностью в срав-

нении с натуральным [3].  

Вне зависимости от того, при каких условиях будет осуществляться культивирование, необхо-

дим строгий контроль роста водоросли. Одним из методов определения количества клеток являет-

ся спектрофотомерия, позволяющая снизить трудоемкость процесса культивирования и контроля 

роста клеток. Исходя из этого целью настоящего исследования было определение зависимости 

между оптической плотностью суспензии водоросли и количеством клеток в процессе культиви-

рования для построения уравнения регрессии, связывающего данные показатели. 

Материалы и методы исследований. В качестве объекта исследований использовалась водо-

росль Haematococcus pluvialis (Flot. em. Wille) штамм IBCE H-17 из коллекции водорослей Ин-

ститута биофизики и клеточной инженерии НАНБ, выращенная в накопительном режиме на пи-

тательной среде Рудика В.Ф. [4].  

Подсчет клеток проводили визуально с помощью камеры Горяева [2]. Оптическую плотность 

(ОП) измеряли на спектрофотометре ПЭ-6400ВИ. Спектрофотометрирование проводили в прямо-

угольной кювете с длиной оптического пути в 1 см при длинах волн 400–510 нм и 620–700 нм с ша-

гом в 10 нм. Для построения калибровочного графика и уравнения регрессии было приготовлено 

10 разведений суспензии различной концентрации (таблица 1). 

 

Таблица 1. – Соотношение суспензии гематококка и дистиллированной воды 

 

Номер 

про-

бирки 

Количество, мл Номер 

про-

бирки 

Количество, мл 

Суспензия  

ге-матококка 

Дистиллиро-

ванная вода 

Суспензия  

ге-матококка 

Дистиллиро-

ванная вода 

1 10 0 6 5 5 

2 9 1 7 4 6 

3 8 2 8 3 7 

4 7 3 9 2 8 

5 6 4 10 1 9 

 

Измерения проводили в трехкратной повторности. Статистическую обработку данных и ре-

грессионный анализ выполняли с помощью программы MS EXCEL [1]. 
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Результаты исследований и их обсуждение. На основании анализа полученных данных для 

различных длин волн построены графики линейного роста, определены коэффициенты детерми-

нации и значимость уравнений регрессии (p=0,05) (таблица 2).  

 

Таблица 2. – Значения основных статистических параметров 

 

Длина 

волны, нм 

Коэффициент  

детерминации, R
2
 

Значимость 

F 

Длина 

волны, нм 

Коэффициент де-

терминации, R
2
 

Значимость 

F 

400 0,9233 9,7870×10
-6

 510 0,9652 4,0489×10
-7

 

410 0,9200 1,1563×10
-5

 620 0,9520 1,4766×10
-6

 

420 0,9416 3,2485×10
-6

 630 0,9662 3,6285×10
-7

 

430 0,9694 2,4181×10
-7

 640 0,9787 5,7113×10
-8

 

440 0,9591 7,7676×10
-7

 650 0,9622 5,6445×10
-7

 

450 0,9405 3,5064×10
-6

 660 0,9663 3,5664×10
-7

 

460 0,9612 6,3011×10
-7

 670 0,9886 4,6765×10
-9

 

470 0,9661 3,6807×10
-7

 680 0,9181 1,2702×10
-5

 

480 0,9582 8,5139×10
-7

 690 0,9029 2,5278×10
-5

 

490 0,8884 4,4520×10
-5

 700 0,9207 1,1201×10
-5

 

500 0,9761 9,0704×10
-8

  

 

Взаимосвязь между численностью клеток, подсчитанной методом микроскопирования и опти-

ческой плотностью суспензии, определенной спектрофотометрическим методом, в полной мере 

отражают уравнения регрессии. На основании показателя значимости F можно сделать вывод, что 

для всех длин волн уравнения линейной регрессии достоверны, однако самый высокий коэффици-

ент детерминации отмечен при измерении на длине волны 670 нм (0,99). Уравнение регрессии при 

измерении на данной длине волны оптической плотности суспензии H. pluvialis также значимо (уро-

вень значимости F был равен 4,68×10
-9

) и имеет следующий вид (формула 1): 

 

Количество клеток (млн. кл/мл) = 0,6386×ОП670 – 0,8364 (R
2
=0,99; p<0,05) (1) 

 

где ОП670 – значение оптической плотности суспензии при 670 нм. 

 

Коэффициенты данного уравнения регрессии также были статистически значимы (при p=0,05): 

а0=0,0001, а1=4,6765×10
-9

. 

Заключение. При культивировании H. pluvialis возможно применение спекторофотометриче-

ского метода для определения численности клеток взамен подсчета клеток под микроскопом в 

счетной камере. При этом оптическую плотность следует измерять при длине волны 670 нм, а для 

вычисления количества клеток использовать уравнение: Количество клеток (млн. кл/мл) = 

0,6386×ОП670 – 0,8364. 

Таким образом, применение спектрофотометрического метода при культивировании H. 

pluvialis для определения численности клеток позволит снизить трудоемкость процесса культиви-

рования и повысить эффективность контроля параметров роста водоросли. 
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В наше время огромную известность набирают производство и продажа микроводорослей, 

наиболее популярными являются спирулина и хлорелла. Актуальность исследований, связанных с 

культивированием и использованием микроводорослей, а также продуктов их переработки обу-

словлено их богатым на полезные вещества составом, которые могут решить проблемы дефицита 

этих веществ в рационе не только человека, но и в кормовых рационах животноводства и птице-

водства [1, с. 2]. 

Спирулина (Spirulina platensis) представляет собой нитевидную сине-зеленую водоросль (циа-

нобактерию). Её клетки образуют трихомы длиной в несколько сотен микрометров, которые за-

кручены в спирали. S. platensis богата большим количеством различных питательных веществ, ви-

таминами группы В, C и минералами. Всего лишь в 100 г данного продукта может содержаться 

более 24 г углеводов, 8 г жиров и 57,5 г белков, плюс множество аминокислот, в число которых 

входят и незаменимые [2, с. 3–4]. 

Спирулина содержит пигменты, которые могут быть полезны и биодоступны, в том числе β-

каротин, зеаксантин, хлорофилл а, ксантофилл, эхиненон, миксоксантофилл, кантаксантин, диа-

токсантин, 3'-гидроксиэхиненон, бетакриптоксантин и осциллаксантин, а также фикобилипротеи-

ны (ФБП) – С-фикоцианин, аллофикоцианин и фикоэритрин [3, с. 2]. 

Для дальнейшего развития биотехнологических процессов, связанных с использованием спи-

рулины, прежде всего, необходимо углубленное изучение процессов, происходящих в её клетках. 

Одним из таких процессов является система протеолиза. В литературе описаны исследования изу-

чения протеолитической активности микроводорослей Chlorella vulgaris и Scenedesmus ecornis [4, 

5], но практически нет материалов, описывающих протеолиз клеток спирулины. Это говорит об 

необходимости начать исследования в данном направлении, а также раскрытия роли отдельных 

протеолитических реакций в жизнедеятельности клеток этой водоросли  

Цель работы – выявить протеолитическую активность гомогенатов клеток водоросли Spirulina 

platensis при различном значении рН среды. 

Материалы и методы. Объектом исследования служила культура сине-зелёной водоросли S. 

platensis штамм IBCE S-2 из коллекции Института биофизики и клеточной инженерии НАН Бела-

руси. 

Водоросль выращивали в стеклянных ёмкостях объёмом 100 мл на питательной среде Заррука 

при освещении светом люминесцентной лампы в течение 8-ми суток [6]. Продуктивность спиру-

лины определяли по накоплению сухой биомассы на 8-е сутки роста.  




