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СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИЙ МЕТОД ДЛЯ ПОДСЧЕТА ЧИСЛЕННОСТИ 
КЛЕТОК И ОПРЕДЕЛЕНИЯ СУХОЙ БИОМАССЫ ВОДОРОСЛИ PORPHYRIDIUM 
PURPUREUM  
 
В современном мире водоросли довольно широко применяются в различных сферах благодаря их 
уникальному биохимическому составу и способности к быстрому росту в контролируемых усло-
виях. Красные водоросли, в том числе Porphyridium purpureum, также являются обним из объек-
тов альгобиотехнологии. Однако при его культивировании зачастую используют классические 
трудоемкие методы для контроля параметров роста. 
В данном исследовании проведена оценка возможности применения спектрофотометрического 
метода как альтернативы классическим методам контроля роста клеток в суспензии в процессе 
культивирования. Построены графики линейного роста, определены коэффициенты корреляции и 
детерминации, значимость уравнений регрессии и его коэффициентов при различных длинах волн, 
отражающие связь между такими параметрами, как количество и абсолютно сухая биомасса 
клеток и оптической плотностью суспензии Porphyridium purpureum. Выяснено, что для опреде-
ления количества клеток оптическую плотность суспензии следует измерять при длине волны 
630 нм и использовать уравнение: Количество клеток (млн. кл/мл) = 13,0821 × ОП630 – 1,3845. Для 
определения абсолютно сухой биомассы оптическую плотность суспензии порфиридиума следует 
измерять при длине волны 750 нм, а для расчета использовать уравнение: АСБ (г/л)= 3,9256 × 
ОП750 – 0,7230. 
 
Ключевые слова: альгология, культивирование, Porphyridium purpureum, спектрофотометриче-
ский метод. 
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SPECTROPHOTOMETRIC METHOD FOR COUNTING THE NUMBER  
OF CELLS AND DETERMINING DRY BIOMASS  
OF THE ALGAE PORPHYRIDIUM PURPUREUM 
 
In the modern world, algae are widely used in various fields due to their unique biochemical composition 
and ability to grow quickly under controlled conditions. Red algae, including Porphyridium purpureum, 
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are also one of the objects of algobiotechnology. However, when cultivating it, classical labor-intensive 
methods are often used to control growth parameters.  
This study assesses the possibility of using the spectrophotometric method as an alternative to classical 
methods for monitoring cell growth in suspension during cultivation. Linear growth graphs were plotted, 
correlation and determination coefficients, the significance of regression equations and its coefficients at 
different wavelengths were determined, reflecting the relationship between such parameters as the num-
ber of cells and absolutely dry biomass and the optical density of the Porphyridium  suspension. It was 
found that to determine the number of cells, the optical density of the suspension should be measured at a 
wavelength of 630 nm and use the equation: Number of cells (million cells/ml) = 13.0821 × OD630 – 
1.3845. To determine the absolutely dry biomass, the optical density of the Porphyridium suspension 
should be measured at a wavelength of 750 nm, and for the calculation use the equation: ADB (g/l) = 
3.9256 × OD750 – 0.7230. 
 
Keywords: phycology, cultivation, Porphyridium purpureum, spectrophotometric method.  
 

Введение. На сегодняшний день произ-
водство биомассы водорослей занимает одно 
из центральных мест в современной биотех-
нологии. Сфера применения водорослей 
включает как использование самой их био-
массы, так и использование биомассы как 
сырья для получения каких-либо ценных ве-
ществ [3, 16, 19]. Красные водоросли, в том 
числе и Porphyridium purpureum, являются 
ценными объектами биотехнологии, имея в 
своем составе различные полезные биохими-
ческие вещества: белки, полисахариды, ли-
пиды, фикобилипротеины, экзополисахари-
ды, длинноцепочечные полиненасыщенные 
жирные кислоты и фенольные соединения [9, 
11, 12, 13, 14, 20].  

Культивирование P. purpureum в лабора-
торных условиях позволяет получать суспен-
зию, которую применяют в медицине, косме-
тологии, пищевой промышленности [16, 17, 
18, 19]. С экономической точки зрения, при-
менение водорослей в виде суспензии намно-
го эффективнее, чем в виде пасты или сухой 
массы, так как процесс отделения биомассы 
от культуральной жидкости и дальнейшие 
процессы, связанные с практическим приме-
нением водорослей, требуют значительных 
дополнительных расходов [4]. 

Несмотря на то, что P. purpureum является 
ценным ресурсом, большинство исследова-
ний на сегодняшний день сосредоточены на 
культивировании видов зеленых водорослей 
[19]. При этом многие исследователи отме-
чают актуальность выявления и применения 
экспресс методов определения содержания 
разнообразных метаболитов в клетках водо-
рослей [5, 15], особненно без необходимости 

разрушения клеток [14]. Непосредственно 
для порфиридиума составлена  общая  мо-
дель  спектра  поглощения  культуры, кото-
рую можно использовать для определения 
количественного содержания фотосинтетиче-
ских пигментов in vivo  [5, 14, 15]. Одновре-
менно с этим во многих работах, посвящен-
ных культивированию порфиридиума для 
различных целей, приводится достаточно 
мало информации по определению биомассы 
[6] и численности клеток, основанном на из-
мерении оптической плотности суспензии, 
также довольно редко упоминается, при ка-
ких длинах волн следует измерять оптиче-
скую плотность для получения максимально 
высокого коэффициента детерминации. 

На основании этого, целью исследований 
являлось выявление взаимосвязи оптической 
плотности суспензии порфиридиума при раз-
личных длинах волн и таких показателей ро-
ста как численность клеток и абсолютно су-
хая биомасса (АСБ) для последующего при-
менения спектрофотометрического метода их 
определения. 

Материалы и методы. В качестве объек-
та исследований использовалась водоросль 
Porphyridium purpureum ((Bory de Saint-
Vincent) Drew and Ross,) штамм IBCE P-12, 
из коллекции водорослей Института биофи-
зики и клеточной инженерии НАНБ выра-
щенная в накопительном режиме с использо-
ванием питательной среды SW [8]. Для по-
строения калибровочных графиков и уравне-
ний регрессии было приготовлено 10 разве-
дений суспензии различной концентрации 
(таблица 1). 
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Таблица 1. – Соотношение суспензии порфиридиума и дистиллированной воды  
 

Номер 
пробирки 

Количество, мл Номер 
пробирки 

Количество, мл 
Суспензия  

порфиридиума 
Дистиллированная  

вода 
Суспензия  

порфиридиума 
Дистиллированная 

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 

 
 

Сухую биомассу определяли стандартным 
весовым методом [10]. Подсчет клеток про-
водили визуально с помощью камеры Горяе-
ва [2]. Оптическую плотность (ОП) измеряли 
на спектрофотометре ПЭ-6400ВИ (Экрос, 
Россия). Спектрофотометрирование проводи-
ли в прямоугольной кювете с длиной оптиче-
ского пути 10 мм при длинах волн 400–500 
нм (1-я группа), 630–700 нм (2-я группа) с 
шагом в 10 нм и 750 нм. Группы сформиро-
ваны на основании спектров поглощения ос-
новных фотосинтетических пигментов пор-
фиридиума, определяющих окраску клеток 
водоросли во время культивирования. Длина 
волны 750 нм применялась для определения 
оптической плотности, так как измерения на 

данной длине волны используют для работы 
с разными представителями одноклеточных 
водорослей [7]. Все измерения проводили в 
трехкратной повторности. Статистическая 
обработка данных и регрессионный анализ 
проводились с использованием MS EXCEL 
[1]. 

Результаты и их обсуждение. На основа-
нии анализа полученных данных построены 
графики линейного роста, определены коэф-
фициенты корреляции и детерминации и зна-
чимость уравнения регрессии и его коэффи-
циентов (p=0,05) при различных длинах волн, 
отражающие связь между количеством клеток 
и оптической плотностью суспензии водоросли 
P. purpureum (таблица 2). 

 
Таблица 2. – Значения основных статистических параметров регрессии для выявления взаимосвя-
зи оптической плотности суспензии и количества клеток  
 
Длина волны, 

нм 
Множественный 

коэффициент корреляции, R 
Коэффициент 

детерминации, R2 
Значимость F 

400 0,9877 0,9755 9,9509×10-8 
410 0,9879 0,9760 9,1661×10-8 
420 0,9905 0,9810 3,5639×10-8 
430 0,9879 0,9759 9,3663×10-8 
440 0,9879 0,9759 9,3593×10-8 
450 0,9858 0,9717 1,7663×10-7 
460 0,9837 0,9677 3,0353×10-7 
470 0,9794 0,9593 7,6344×10-7 
480 0,9843 0,9688 2,6183×10-7 
490 0,9904 0,9809 3,6729×10-8 
500 0,9899 0,9799 4,4715×10-8 
630 0,9911 0,9823 2,6890×10-8 
640 0,9888 0,9778 6,7530×10-8 
650 0,9868 0,9738 1,3207×10-7 
660 0,9903 0,9807 3,8800×10-8 
670 0,9899 0,9798 4,5677×10-8 
680 0,9882 0,9765 8,4078×10-8 
690 0,9879 0,9759 9,2567×10-8 
700 0,9870 0,9745 1,2322×10-7 
750 0,9802 0,9608 6,5404×10-7 
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Для каждой из исследованных групп длин 

волн были отобраны максимальные значения 
коэффициента детерминации и показателя 
достоверности для последующего корректно-
го вычисления уравнении регрессии. В груп-
пе 1 таковыми являлись показатели при из-
мерении оптической плотности суспензии на 
длине волны 420 нм, а в группе 2 – на 630 нм. 
Коэффициент детерминации при данных 
длинах волн имел значение 0,98. 

Уравнения регрессии в полной мере спо-
собны отражать связь между численностью 
клеток, подсчитанной с помощью счетной 
камеры, и оптической плотностью суспензии 
при определенных длинах волн. На основа-
нии анализа полученных показателей значи-
мости F был сделан вывод, что для всех длин 
волн полученные уравнения линейной ре-
грессии являлись достоверными. В постро-
енных уравнениях вида y=ax+b, y представ-
лял собой численность клеток, a и b – коэф-
фициенты уравнения, х – оптическая плот-
ность, измеренная при различных длинах 
волн (таблица 3). 

Вышеупомянутые коэффициенты явились 
основанием для получения уравнений ре-
грессии, отражающих связь между численно-
стью клеток и оптической плотностью (ОП) 
суспензии порфиридиума. Учитывая значе-
ния коэффициентов детерминации и уровней 
значимости, как самого уравнения, так и его 
коэффициентов, наиболее достоверные ре-
зультаты могут быть получены при исполь-
зовании следующего уравнения  (формула 1): 

 
Количество клеток (млн. кл/мл) = 13,0821 
× ОП630 – 1,3845; (R2=0,98, p<0,05) 

(1) 

где ОП630 – величина оптической плотности 
суспензии при 630 нм. 

 
Измерение оптической плотности при 630 

нм позволит наиболее достоверно оценить 
количество клеток в суспензии порфиридиу-
ма спектрофотометрическим методом 

Абсолютно сухая биомасса (АСБ) также яв-
ляется важным критерием при оценке роста и 
развития клеток в суспензии при ее культиви-
ровании. Однако определение данного показа-
теля стандартными методами достаточно тру-
доемко. В связи с этим проведено исследова-
ние, направленное на установление возможно-
сти применения спекторофотометрического 
метода определения АСБ порфиридиума при 
культивировании.  

Аналогично численности клеток были по-
строены графики линейного роста, определе-
ны коэффициенты корреляции и детермина-
ции и значимость уравнения регрессии и его 
коэффициентов (p=0,05) при различных дли-
нах волн для выявления взаимосвязи между 
абсолютно сухой биомассой и оптической 
плотностью суспензии (таблица 4). 

Сравнительный анализ значений коэффи-
циентов детерминации и значений показателя 
достоверности уравнения линейной регрес-
сии позволил установить, что для дальней-
шего вычисления уравнения регрессии необ-
ходимо использовать данные, полученные 
при измерении ОП суспензии при длине вол-
ны 750 нм, т.к. полученные коэффициенты 
корреляции и детерминации были весьма вы-
сокими – 0,97 и 0,94 соответственно.  

 
Таблица 3. – Коэффициенты уравнения регрессии y=ax+b для определения количества клеток 
порфиридиума 
 

Длина 
волны, нм 

Коэффициент а Коэффициент b 
Длина 

волны, нм 
Коэффициент а Коэффициент b 

400 12,0060 -1,3795 500 11,4998 -1,2380 
410 12,4379 -1,6350 630 13,0821 -1,3845 
420 12,1881 -1,5045 640 12,7070 -1,2836 
430 12,6029 -1,7635 650 12,7645 -1,4481 
440 12,5889 -1,7764 660 12,3128 -1,2137 
450 12,7548 -1,7670 670 11,8395 -1,2382 
460 13,1446 -1,9369 680 11,4074 -1,2229 
470 13,2275 -1,9758 690 12,0184 -1,5469 
480 12,1567 -1,5263 700 12,8871 -1,7536 
490 11,7232 -1,2844 750 15,9688 -3,2202 
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Таблица 4. – Значения основных статистических параметров регрессии для выявления взаимосвя-
зи оптической плотности суспензии и биомассы клеток  
 

Длина волны, нм 
Множественный 

коэффициент корреляции, R 
Коэффициент 

детерминации, R2 
Значимость F 

400 0,9499 0,9024 2,5873×10-5 
410 0,9469 0,8967 3,2500×10-5 
420 0,9510 0,9044 2,3818×10-5 
430 0,9520 0,9062 2,1985×10-5 
440 0,9478 0,8883 3,0523×10-5 
450 0,9456 0,8942 3,5822×10-5 
460 0,9401 0,8838 5,2431×10-5 
470 0,9410 0,8855 4,9380×10-5 
480 0,9558 0,9135 1,5874×10-5 
490 0,9559 0,9137 1,5704×10-5 
500 0,9534 0,9090 1,9462×10-5 
630 0,9592 0,9200 1,1588×10-5 
640 0,9541 0,9103 1,8339×10-5 
650 0,9515 0,9053 2,2856×10-5 
660 0,9572 0,9162 1,3956×10-5 
670 0,9556 0,9131 1,6131×10-5 
680 0,9552 0,9124 1,6732×10-5 
690 0,9485 0,8996 2,8930×10-5 
700 0,9491 0,9008 2,7615×10-5 
750 0,9685 0,9379 4,1690×10-6 

 
 

В линейных уравнениях регрессии вида 
y=ax+b, y представлял собой количество су-
хой биомассы, a и b – коэффициенты уравне-
ний, х – оптическая плотность, измеренная на 
разных длинах волн  (таблица 5). 

Уравнение регрессии, отражающее связь 
между АСБ и ОП при длине волны 750 нм 
суспензии порфиридиума значимо (уровень 
значимости F составил 4,17×10-6) и имело 
следующий вид (формула 2): 

АСБ (г/л) = 3,9256 × ОП750 – 0,7230, 
(R2=0,94, p<0,05) 

(2) 

 

где ОП750 – величина оптической плотности 
суспензии при 750 нм. 

 

Измерение оптической плотности суспен-
зии клеток порфиридиума при длине волны 
750 нм и позволит получить наиболее досто-
верные значения сухой биомассы менее тру-
доемким спектрофотометрическим методом. 

 

 
Таблица 5. – Коэффициенты уравнения регрессии y=ax+b для определения биомассы  
порфиридиума 
 

Длина 
волны, нм 

Коэффициент а Коэффициент b 
Длина 

волны, нм 
Коэффициент а Коэффициент b 

400 2,8731 -0,2228 500 2,7558 -0,1913 
410 2,9664 -0,2778 630 3,1500 -0,2348 
420 2,9116 -0,2496 640 3,0508 -0,2055 
430 3,0218 -0,3183 650 3,0624 -0,2437 
440 3,0052 -0,3132 660 2,9613 -0,1917 
450 3,0443 -0,3107 670 2,8438 -0,1954 
460 3,1256 -0,3442 680 2,7435 -0,1939 
470 3,1620 -0,3634 690 2,8711 -0,25972 
480 2,9371 -0,2751 700 3,0834 -0,3119 
490 2,8153 -0,2061 750 3,9256 -0,7230 
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Заключение. Результаты проведенного 

исследования показали возможность приме-
нения спектрофотометрического метода для 
контроля параметров роста клеток в суспен-
зии порфиридиума при его культивировании 
в накопительной культуре. 

При применении спетрофотометра для 
определения количества клеток в суспензии 
оптическую плотность следует измерять при 
длине волны 630 нм и использовать уравне-
ние: Количество клеток (млн. кл/мл) = 
13,0821 × ОП630 – 1,3845. Для определения 
абсолютно сухой биомассы следует измерять 
оптическую плотность суспензии при длине 
волны 750 нм с дальнейшим применением 
уравнения: АСБ (г/л)= 3,9256 × ОП750 – 
0,7230. 

Таким образом, спекторофотометричекий 
метод может быть использован как альтерна-
тива более трудоемким классическим мето-
дам контроля роста суспензионной накопи-
тельной культуры порфиридиума. 
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