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A method for rapid determination of the abundance  
of microalgae cultures in aquaculture 

 

Abstract. Currently, intensive cultivation of microalgae is used for the production of dietary 
supplements, increasing the productivity of water bodies and fertilizing the soil. The algae of 
the genus Tetraselmis (Chlorophyta) is widely used as feed in aquaculture. The use of the 
"green water" technique with this genus shows excellent results in terms of the survival of cul-
tivated aquatic organisms. However, the number and optical density of microalgae cells, at 
which the probiotic effect is manifested, is unknown. In our study, we built a calibration curve 
and obtained a regression equation for calculating the number of cells from the optical density 
of a culture of unicellular microalgae Tetraselmis sp. 
 

Keyword: microalgae, cultivation, number, optical density, Tetraselmis. 
 

Морская зеленая микроводоросль рода Tetraselmis (Chlorophyta) широко используется в 
биотехнологии и марикультуре. Ее ценность определяется содержанием биологически ак-
тивных веществ, необходимых для полноценного развития и жизни гидробионтов [1]. В 
аквакультуре используется с целью кормления личиночных стадий креветок, мидий, устриц, 
рыбы и др. [2]. В микроводоросли содержится высокий уровень полиненасыщенных жирных 
кислот (ПНЖК) омега-3, α-линоленовая кислота, пальмитиновая кислота, полисахариды, 
стерины, витамины, каротиноиды и др. Водоросль обладает антимикробной и противовоспа-
лительной активностью [3, 4]. В условиях экспериментальных и промышленных технологи-
ческих циклов необходим метод для быстрого подсчета численности клеток микроводорос-
лей. Классическим методом является подсчет клеток в счетных камерах (Нажотта, Горяева, 
Седвика-Рафтера и др.) под микроскопом. Однако он занимает много времени [5, 6]. В по-
следнее десятилетия появились портативные спектрофотометры, особенностью которых яв-
ляется возможность проводить измерения мощности в любом направлении от источника из-
лучения. Использование такого класса приборов позволяет проводить измерения как в лабо-
раторных, так и в полевых условиях [7]. 

Цель нашей работы заключалась в построении уравнения для подсчета клеток микрово-
дорослей рода Tetraselmis sp. в условиях массового производства биомассы микроводорослей.  

Работа проводилась в аквариальной ННЦМБ ДВО РАН. Маточная культура микроводо-
росли Tetraselmis sp. была взята со станции МБС «Запад». Культура в эксперименте росла на 
питательной среде f, приготовленной на фильтрованной, стерилизованной морской воде со-
леностью 32 ‰. Свето-темновой режим 12/12 под диодной лампой 2500 Лк. Температура со-
ставляла в среднем 21 °С. При постановке эксперимента использовали 250 мллилитровые 
колбы Эрленмейера с объемом культуральной среды 200 мл (рис. 1). В качестве инокулята 
использовали культуру на экспоненциальной стадии роста. Продолжительность эксперимен-
та составляла 28 сут. Пробы для подсчета клеток и определения оптической плотности отби-
рали на 0, 2, 4, 7, 9, 11, 14, 16, 18, 21, 23, 25 и 28 сут опыта.  

Подсчет численности клеток производили на проточном цитометре CytoFLEX (Beckman 
Coulter, США). Для анализа в течение каждого измерения записали 20000 событий (реги-
стрируемых в пробе частиц). Выбор клеток водорослей из общего числа событий, регистри-
руемых цитометром, проводили по флуоресценции хлорофилла а. Интенсивность флуорес-
ценции хлорофилла а регистрировали на длине волны 690 нм, длина волны возбуждения со-
ставляла 488 нм (для проточного цитометра CytoFLEX канал регистрации данных – PC 5.5.  

Определение оптической плотности на длине волны 750 нм (OD750) проведено с помо-
щью спектрофотометра ПЭ-5400ВИ (Экрос, Россия) в стеклянных кюветах с оптическим пу-
тем 10 мм (рис. 2). Эксперименты проведены в трех биологических повторностях. В таблице 
и на графике представлены средние значения (таблица, рис. 2). Статистическую обработку 
выполняли с помощью программы Excel. 

Численность клеток определяли на лаг-фазе, экспоненциальной и стационарной фазах 
роста культуры. Минимальная численность Tetraselmis sp. составляла 25,3 × 103 кл/мл, мак-
симальная – 3750,9 × 103 кл/мл, средняя – 2139 × 103 кл/мл (таблица). 
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Рисунок 1 – Колбы с культурой Tetraselmis sp. 
 

 
 

Рисунок 2 – Измерение на оптической плотности на спектрофотометре Экрос 
 

Средняя численность и плотность клеток по дням эксперимента 
 

День Численность, кл/мл Оптическая плотность, ед. 
0 25,386 0,0158 
2 32,249 0,0277 
4 104,412 0,0668 
7 460,466 0,2407 
9 1150,969 0,4447 
11 2976,833 0,6248 
14 2710,666 0,7708 
16 2976,833 0,8018 
18 2660,814 0,8731 
21 3698,108 0,9971 
23 3261,486 0,9277 
25 3998,411 1,0209 
28 3750,998 1,2547 

 
Зависимость лучше всего аппроксимируется линейным уравнением с коэффициентом 

достоверности 93 % (R2), что говорит о достоверности использования спектрофотометриче-
ского метода для определения численности клеток Tetraselmis sp. На рис. 3 представлена ка-
либровочная кривая для определения численности клеток по данным спектрофотометрии. 
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Рисунок 3 – Калибровочная кривая для Tetraselmis sp. 

 
Нами получено уравнение y=ax+b, где y представляет численность клеток × 103 в мл, a и 

b – коэффициенты, указанные в таблице, х – оптическая плотность, измеренная на длине 
волны 750 нм. 

Таким образом, нами адаптирован спектрофотометрический метод для определения чис-
ленности клеток Tetraselmis sp. Высокий коэффициент корреляции подтверждает точность 
данного метода. 

Финансирование работы. Работа выполнена при финансовой поддержке гранта Россий-
ского научного фонда (проект № 21-74-30004). 
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