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Аннотация. Солоноводная микроводоросль Dunaliella salina, являясь экстремофильным галофитом, представляет собой перспективный 
объект для биотехнологических производств. Целью данной работы является разработка методологии недеструктивного контроля раз-
вития культуры микроводоросли в условиях сбалансированного роста в процессе периодического культивирования в планшетах. Перед 
началом эксперимента культуру микроводоросли синхронизировали. Количественное содержание хлорофиллов a и b, а также кароти-
ноидов определяли спектрофотометрически в спиртовых экстрактах. В процессе культивирования осуществляли запись изображений 
цейтраферной съемкой на камеру смартфона. Основу цветометрической оценки составляет анализ временной серии изображений в 
цветовой модели RGB. Показано, что соотношение цветов с высокой степенью коррелирует с содержанием определяемых основных 
растительных пигментов – хлорофиллов и каротиноидов, и с данными спектрофотометрических измерений живых суспензий. 
Наиболее ярко проявляются изменения синего канала, менее всего – зеленого. Логарифм интенсивности цвета линейно зависит от сте-
пени разведения культуры. Разработанный метод оперативного слежения за динамикой развития культуры микроводоросли D. salina 
позволяет строить кривые роста и решать многопараметрические задачи по оптимизации культивирования микроводорослей, в том 
числе при работе с большими массивами образцов.
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Abstract. The brackish microalgae Dunaliella salina, being an extremophilic halophyte, is a promising object for biotechnological production. 
The aim of this work is to develop a methodology for non-destructive control of the development of a microalgae culture under conditions of bal-
anced growth during periodic cultivation on plates. Before the start of the experiment, the microalgae culture was synchronized. The quantitative
content of chlorophylls a and b, as well as carotenoids, was determined spectrophotometrically in alcohol extracts. During cultivation, time-lapse 
images were recorded on a smartphone camera. The basis of the colorimetric evaluation is the analysis of the time series of images in the RGB 
color model. It is shown that the ratio of colors correlates to a high degree with the content of the determined main plant pigments – chlorophylls 
and carotenoids, and with the data of spectrophotometric measurements of live suspensions. The changes in the blue channel are the most pro-
nounced, the least being in the green channel. The logarithm of color intensity is linearly dependent on the degree of dilution of the culture. The 
developed method for real-time monitoring of the development dynamics of the D. salina microalgae culture makes it possible to build growth 
curves and solve multiparametric problems to optimize the cultivation of microalgae, including when working with large arrays of samples.
Keywords: microalgae, Dunaliella salina, non-invasive monitoring, colorimetry, spectrophotometry
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Введение
Экстремофильная галофитная микро во-

доросль D. salina является первичным (иногда 
единственным) продуцентом и составляет 
основу трофической структуры солоноводных 
биоценозов [1, 2]. Выживая в условиях гипер-
соленых водоемов и повышенной солнечной 
радиации, дуналиелла накапливает большие 
количества биотехнологически значимых ме-
таболитов, таких как каротиониды и глицерин. 
Она имеет значительный потенциал и перспек-
тивы использования в фармацевтике, индустрии 
питания, энергетической биотехнологии [3]. В 
связи с этим развитие методологии недеструк-
тивного мониторинга развития культур микро-
водорослей представляется актуальной задачей.

Группу оптических методов всегда относи-
ли к наиболее щадящим по отношению к изуча-
емому объекту способов исследования. Однако 
живые растения в этом плане представляются 
достаточно сложными объектами. Поглощение 
света пигментными комплексами зеленых рас-
тений критично зависит от физиологического 
состояния и условий среды обитания, прежде 
всего, от освещенности [4] (соотношение окис-
ленных/восстановленных форм хлорофиллов), 
от молекулярной организации фотосистем в 
мембранах тилакоидов, структурной организа-
ции хлоропластов, клеток и клеточных систем 
в целом [5, 6]. Коллимированное пропускание 
света весьма чувствительно к светорассеянию, 
присущему суспензиям микроорганизмов [7]. 
Успешные попытки учета вклада светорассе-
яния в общее ослабление света суспензиями 
микроводорослей [8], связанные с использо-
ванием интегрирующих сфер, мало пригодны 
для рутинных измерений большого количе-
ства образцов. Ранее нами была разработана 

система спектрофотометрической оценки 
скорости роста/отмирания микроводорослей в 
микропланшетном токсикологическом экспе-
рименте [9]. Однако такая система измерений 
дает заметные искажения в случае изменения 
морфологии и, особенно, при оседании клеток. 
Цель настоящего исследования – разработка 
системы цветометрической оценки параме-
тров роста (построение кривых роста) культур 
D. salina при планшетном периодическом куль-
тивировании. Основная задача метода – нахож-
дение контрольных точек (характерных времен) 
на кривых роста/отмирания для последующего 
подробного исследования спектроскопически-
ми и цитологическими методами.

Материалы и методы
Поддержание культуры микроводорос-

лей. Культура микроводорослей D. salina Teod. 
IP-PASD-294 была получена из коллекции Инсти-
тута физиологии растений им. К. А. Тимирязева, 
Москва (ИФР РАН). Для наращивания биомассы 
использовали культуральную среду Ben-Amotz 
[10], включающую в свой состав набор ком-
понентов в следующих концентрациях: NaCl 
1,5 M; NaHCO3 50 мМ; KNO3 25 мМ; MgSO4×7H2O 
5 мМ; CaCl2×2H2O 0,3 мМ; K2HPO4 0,2 мМ; ЭДТА 
30 мкМ; FeCl3 2 мкМ; MnSO4×7H2O 7 мкМ; 
CuCl2 1 мкМ; ZnSO4×7H2O 1 мкМ; CoSO4 1 мкМ; 
(NH4)2MoO4 1 мкМ; pH 8. Непосредственно перед 
инокуляцией раствор фильтровали через фильтр 
0,22 мкм (Millipore, США).

Для экспериментов применяли частично 
синхронизированную культуру, полученную 
путем как минимум трех последовательных 
пересевов в 6 луночных планшетах (Biofilm, 
Китай) с интервалами 3–4 сут.
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Цейтраферная съемка (таймлапс). Запись 
изображений осуществляли на камеру смартфо-
на Андроид с программой Fraimelapse c различ-
ными временными интервалами, блокировкой 
автоматической экспозиции и баланса белого. В 
программе ImageJ создавали пакет изображений 
File/Import/Image sequence. Усред ненные по вы-
деленной области интересов (изображение лун-
ки) уровни цветности получали с помощью ин-
струмента «гистограмма» во вкладке «анализ». 
Значения измеряемого канала цвета V(r), V(g), 
V(b), заносили в таблицы Exel и пересчитывали 
значения по формуле

V'(rgb)i = ln(V(rgb)0 / V(rgb)i),             (1)
где V(rgb)0 – значение уровня цветности канала 
лунки бланка (без водорослей), а V(rgb)i – значе-
ние того же канала i-й лунки.

Определение содержания растительных 
пигментов. Для определения содержания рас-
тительных пигментов аликвоты (по 200 мкл) 
суспензий водорослей переносили в 96-лу-
ночный планшет с лунками объемом 2 мл 
либо центрифужные пробирки и добавляли по 
1.8 мл 96% этанола. После перемешивания пи-
петированием планшеты выдерживали 15 мин в 
ультразвуковой ванне УЗУМИ (Трима, Россия). 
Пробы центрифугировали при 3000 g 15 мин. По 
300 мкл супернатанта переносили в лунки стан-
дартного планшета и регистрировали поглоще-
ние на спектрофотометрическом ридере BioTek 
Cytation (Agilent, США) на длинах волн 470, 
649 и 665 нм. Содержание пигментов (хлоро-
филлов a и b, каротиноидов) определяли по 
формулам:

Chl a (мкг×мл-1) = 12,21 × A665–2,81 × A649,   (2)

Chl b (мкг×мл-1) = 20,13 × A649–5,03 × A665,   (3)

Car (мкг×мл-1) =
= (1000 × A470 – 3,27 × A665 – 104 × A649) / 227  (4)

в соответствии с работой [11].
Фотометрические измерения и обработка 

данных. При посеве и через каждые сутки про-
водили спектрофотометрические измерения на 
планшетном ридере BioTek Cytation в режиме 
регистрации спектров экстинкции 400–800 нм 
с шагом 4 нм. Для вычисления поглощения хло-
рофилла in vivo в суспензиях культур D. salina 
использовали высоту пика 680 нм, скорректиро-
ванную на величину неселективного ослабления 
по значениям ближайших локальных миниму-
мов 640 и 740 нм. Расчет величины поглощения 
осуществляли по формуле:

Ã680 = (E680 – E740) – (E640 – E740) × 0,6,    (5)

где Е680, 740, 640 – регистрируемые значения экс-
тинкции на соответствующих длинах волн.

Статистический анализ полученных данных 
проводили с использованием пакета прикладных 
компьютерных программ Microsoft Excel 2007. 
Полученные данные представлены в виде сред-
ней арифметической и ее стандартного откло-
нения (M±SD). О достоверности межгрупповых 
различий судили по параметрическому критерию 
Стьюдента (t-тест) для количественных показа-
телей с нормальным распределением. Проверка 
статистических гипотез осуществлялась при 
критическом уровне значимости р<0,05.

Определение зависимости параметров ро-
ста от посевной дозы. Аликвоту (стандартно 
8 мл) накопительной культуры осаждали при 
1000 g 10 мин и редиспергировали в половинном 
объеме культуральной среды. В лунки 96-луноч-
ного планшета проводили посев в серии разве-
дений от 0 до 100% с шагом 20% в 2 сериях три-
плицированных рядов. Планшет устанавливали 
в факторостатный бокс и включали видеозапись 
в режиме цейтраферной съемки. Ежесуточно 
регистрировали параметр Ã680. Через 72 ч экс-
трагировали и анализировали 1 серию (3 ряда) 
лунок. Через 2 недели эксперимент завершали 
экстракцией остальных лунок.

Результаты и их обсуждение
В аддитивной цветовой модели RGB значе-

ния основных цветов (красного, зеленого, синего) 
записываются в 256-значном формате. При этом 
белому соответствует значение (255, 255, 255), а 
черному – (0, 0, 0). Поскольку концентрационная 
зависимость ослабления света поглощающими 
суспензиями подчиняется закону Бугера – Лам-
берта – Бера, логично было предположить, что 
логарифм цветности будет линейно зависеть от 
концентрации. Для проверки этого предполо-
жения мы оценили изменение каждого канала 
цветности в ряду последовательных разведений 
суспензии D. salina.

На рис. 1 приведены изображения фраг-
мента планшета с серией разведений 3-дневной 
культуры D. salina, проведенной с шагом в 20%; 
оригинальное фото (а), цветометрическая (б) и 
спектрофотометрическая (в) оценка концентра-
ции культуры.

Сравнение панелей (б) и (в) показывает, что 
оба способа дают адекватную оценку, поскольку 
аппроксимируются линейными функциями с 
очень высокой степенью достоверности.
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Для уточнения достоверности оценки мы 
использовали общепринятую стандартную 
методику определения содержания основных 
растительных пигментов: хлорофиллов а, b и 

каротиноидов в спиртовых экстрактах по разра-
ботанной нами упрощенной процедуре. На рис. 2 
приведены графики зависимости концентрации 
пигментов от разведения культуры.

Рис. 1. Цветометрическая и спектрофотометрическая оценка концентрации культуры D. salina при разведении в 
лунках 96-луночного планшета с шагом 20%. Фото фрагмента планшета (а), зависимость значений каналов цветно-
сти R, G, B (б) и параметра Ã680 (в) от разведения. Прямые показывают линейные аппроксимации. Рядом с прямыми 
указан коэффициент корреляции Пирсона R2. Бары показывают стандартные отклонения по трем измерениям

Fig. 1. Colorimetric and spectrophotometric assessment of the concentration of the D. salina culture when diluted in the wells 
of a 96-well plate with a step of 20%. Photo of a fragment of the plate (a), the dependence of the values of the R, G, B color 
channels (b) and the parameter Ã680 (c) on the dilution. The straight lines show linear approximations. The Pearson correlation 

coeffi cient R2 is indicated next to the straight lines. Bars show standard deviations across three dimensions

Рис. 2. Зависимость концентрации основных растительных пигментов в спиртовых экстрак-
тах D. salina от разведения культуры. Прямые показывают аппроксимационные линейные 
функции. Над линиями приведены значения достоверности аппроксимации R2. Бары по-

казывают стандартные отклонения
Fig. 2. Dependence of the concentration of the main plant pigments in alcoholic extracts of 
D. salina on the dilution of the culture. The straight lines show the approximate linear functions. The 
values of the approximation reliability R2 are shown above the lines. Bars show standard deviations
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Упрощенная методика позволяет проводить 
измерения одновременно в нескольких планше-
тах, при этом общее время анализа занимает не 
более 1 ч. Корректность измерений подтвержда-
ется сохранением соотношения пигментов при 
разведении. Отношение каротиноидов к общему 
хлорофиллу постепенно изменяется в процессе 
роста культуры и особенно заметно при переходе 
на поздний стационар и в фазу отмирания.

Аналогичные изменения прослеживаются 
при цветометрических измерениях, что вполне 
понятно, поскольку цветометрия по сути явля-
ется колориметрией, освобожденной от искажа-
ющего действия светорассеяния.

Динамические показатели популяции, такие 
как численность, скорость роста/отмирания от-
ражаются на кривой роста, где по оси абсцисс 

откладывается время, а по оси ординат – какой-
либо биометрический показатель: численность, 
биомасса, содержание белка, пигментов и др. На 
рис. 3 приведены зависимость параметра Ã680 
от коэффициента разведения инокуляционной 
дозы при различных временах культивирования 
до 72 ч (a) и пример построения кривых по дан-
ным цветометрии (R, B) и спектрофотометрии 
(Ã680) (б) для коэффициента 0,6.

Анализ данных показывает, что коэффи-
циент корреляции для массивов Ã680 и Ln R 
(красного канала) составляет 0,92, а для Ã680 и 
Ln B – 0,8. Этот результат вполне объясним, если 
принять во внимание, что хлорофиллы имеют 
два основных максимума поглощения в красной 
и синей областях спектра видимого диапазона, 
в то время как каротиноиды – только в синей.

Рис. 3. Зависимость параметра Ã680 от коэффициента разведения инокуляционной дозы при различных временах 
культивирования: 0 ч –до 72 ч. Кривые роста культуры D. salina по данным цветометрии (R – ромбы, B – квадра-
ты) и спектрофотометрии (Ã680 – треугольники). Бары показывают стандартные отклонения по трем измерениям 

(цвет онлайн)
Fig.3. Dependence of the parameter Ã680 on the dilution factor of the inoculation dose at different cultivation times: 0 h – up 
to 72 h. Growth curves of the D. salina culture according to colorimetry data (R – rhombi, B – squares) and spectrophotometry 

(Ã680 – triangles). The bars show the standard deviations of the three dimensions (color online)
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Заключение
Разработанная система цветометрического 

мониторинга роста и развития микроводоросли 
D. salina предназначена для многофакторного 
эксперимента, в том числе токсикологического, 
и позволяет проводить экспрессный предва-
рительный дистанционный недеструктивный 
скрининг больших массивов образцов на предмет 
изменения содержания основных растительных 
пигментов. Достоверность оценки подтвержда-
ется высокой степенью корреляции (R ≥ 0.9) c 
апробированными спектрофотометрическими 
методами in vivo (Ã680) и in vitro (органических 

экстрактов). Цифровой анализ цветности позво-
ляет преодолевать такие труднопреодолимые 
осложнения планшетного культивирования, 
как неравномерность распределения микроводо-
рослей, в связи с образованием флотирующих и 
бентосных культур, пузырьков газа и т.п.
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