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Разработка универсальной модели для количественной оценки плотности  

культуры Chlorella vulgaris спектрофотометрическим методом 
 
Аннотация. Проведено исследование по определению универсальных коэффициентов 
для спектрофотометрического анализа биомассы Chlorella vulgaris. Установлены ка-
либровочные зависимости между оптической плотностью при 680 нм, 750 нм и их раз-
ностью с концентрацией клеток в культуре. Методом линейной регрессии получены 
коэффициенты пересчета: 1,25×10⁷ (OD680), 1,35×10⁷ (OD750) и 7,42×10⁷ кл./млꞏOD⁻¹ 
(ODкорр.). Статистическая обработка данных подтвердила высокую значимость моделей 
(R²=0,93-0,97, p < 0,001). Результаты работы позволяют стандартизировать измерения 
биомассы микроводорослей в исследовательской и промышленной практике. 
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Development of a universal model for quantitative assessment  
of Chlorella vulgaris culture density using spectrophotometry 

 
Abstract. This study establishes universal conversion coefficients for spectrophotometric 
analysis of Chlorella vulgaris biomass. Calibration relationships were derived between opti-
cal density at 680 nm, 750 nm, and their differential versus cell concentration. Linear regres-
sion yielded conversion factors of 1,25×10⁷ (OD680), 1,35×10⁷ (OD750), and 7,42×10⁷ 
cells/mLꞏOD⁻¹ (ODcorr). Statistical analysis confirmed high model significance (R²=0,93-
0,97, p < 0,001). The results enable standardization of microalgal biomass quantification for 
both research and industrial applications, providing reliable tools for culture monitoring and 
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Введение 
Современная альгология и биотехнология одноклеточных микроводорослей требуют 

точных и воспроизводимых методов количественной оценки клеточной биомассы. Одним 
из наиболее распространенных подходов является спектрофотометрический анализ, позво-
ляющий быстро и неинвазивно определять концентрацию клеток в суспензии по оптиче-
ской плотности (OD) [1]. Однако применение данного метода связано с рядом методологи-
ческих сложностей – вариабельность результатов в зависимости от длины волны измере-
ний, наличие фоновых помех и особенности культуральных характеристик штаммов вы-
ращиваемых микроорганизмов [2].  

Особый интерес для исследований представляет Chlorella vulgaris (Bejer) – однокле-
точная зеленая микроводоросль, широко используемая в аквакультуре с целью биоремеди-
ации водоемов и производства функциональных кормовых добавок для гидробионтов [3]. 
Для данного объекта все еще отсутствуют унифицированные коэффициенты пересчета оп-
тической плотности в абсолютные значения концентрации клеток, что затрудняет сравне-
ние результатов между лабораториями [4]. Большинство исследователей используют эм-
пирически подобранные коэффициенты, не всегда сопровождая их должной статистиче-
ской валидацией.  

Цель работы – разработать универсальную модель для количественной оценки плотно-
сти культуры Chlorella vulgaris спектрофотометрическим методом. 

В настоящей работе предложен комплексный подход к стандартизации спектрофото-
метрических измерений для Chlorella vulgaris, основанный на параллельном анализе опти-
ческой плотности на двух длинах волн – 680 нм (максимум поглощения хлорофилла ɑ) и 
750 нм (контроль фонового рассеяния) [5]. Данный подход позволяет минимизировать по-
грешности, связанные с наличием неспецифических примесей в культуральной среде. 
Проведена статистическая обработка данных с расчетом универсальных калибровочных 
коэффициентов, их статистической значимости и диапазона применимости. 

 

Материал и методика 
Исследования проводились в условиях лаборатории культивирования микроводорос-

лей Научно-производственного департамента марикультуры и кафедры «Водные биоре-
сурсы и аквакультура» ФГБОУ ВО «Дальрыбвтуз». 

В основу работы положен материал – чистые культуры Chlorella vulgaris (Bejer) в ко-
личестве 12 шт., выращенные на питательной среде Тамия [6] в накопительном режиме. 
Температура воздуха в лаборатории поддерживалась на уровне 28–30 ˚C, освещенность 
помещения не менее 10 клк. Режим светового дня – 12 ч. Механическое перемешивание 
культур проводилось в течение всего светового дня с интервалом 2 ч. Количество клеток в 
культурах определяли методом прямого подсчета проб в камере Нойбауэра (гемоцито-
метр) под световым микроскопом Ломо Микмед-6 (×40) [7]. 

Ежедневно культуры проверялись на альгологическую чистоту методом светового 
микроскопирования.  

Для расчета универсальной модели для количественной оценки плотности культуры 
Chlorella vulgaris измеряли оптическую плотность (OD) культур на двухлучевом спектро-
фотометре Persee T7DS в прямоугольной кварцевой кювете с длиной оптического пути 1 см 
при длинах волн 680 и 750 нм [8] непосредственно после прямого подсчета клеток (табл. 1). 

Протокол исследования включал корректировку нуля с использованием стерильной 
питательной среды Тамия, трехкратное измерение проб при длинах волн 680 нм и 750 нм и 
расчет среднего значения для каждой. Также проведен расчет с учетом фоновой коррекции 
между OD 680 и 750 нм, что позволяет исключить влияние неспецифического светорассе-
яния и других помех. 

При построении калибровочной кривой использовалась линейная регрессия, где в ка-
честве независимой переменной (x) выступала концентрация культуры C. vulgaris, а в ка-
честве зависимой (y) – оптическая плотность [9]. Проверка линейности модели проводи-
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лась по результатам расчета коэффициента детерминации R2. Статистическая обработка 
данных проводилась в программе MS Office Excel в соответствии с ГОСТ Р ИСО 5725-1-
2002 [11] и ГОСТ Р ИСО 5479-2002 [10]. 

 

Таблица 1 – Материал, положенный в основу работы 
 

Дата № пробы Количество клеток, 
экз./мл 

Оптическая плотность, OD 
680 нм 750 нм

04.04.2025 – 
21.04.2025 

1 7 130 000 0,567 0,500 
2 2 150 000 0,228 0,210 
3 1 660 000 0,15 0,139 
4 1 190 000 0,104 0,097 
5 960 000 0,079 0,075 
6 1 380 000 0,152 0,141 
7 1 610 000 0,168 0,156 
8 5 760 000 0,421 0,379 
9 153 200 0,277 0,254 
10 34 400 0,122 0,107 
11 22 800 0,101 0,087 
12 31 600 0,06 0,054 

 

Результаты и их обсуждение 
Проведенный статистический анализ данных для определения универсальной модели 

подсчета клеток Chlorella vulgaris по оптической плотности выявил для всех трех моделей 
(OD 680 нм, OD 750 нм и их разности – ODкорр.) высоко значимые результаты, что под-
тверждается значениями F-критерия Фишера, значительно превышающими критические 
1512,6, 880,3 и 571,2 соответственно при p < 0,001 для всех случаев. Это свидетельствует о 
высокой степени надежности построенных линейных регрессионных моделей (табл. 2). 

 

Таблица 2 – Результаты расчета основных статистических параметров для количе-
ственной оценки плотности культуры Chlorella vulgaris спектрофотометрическим методом 

 

OD k R2 SE X
̅
 ДИ, 95% 

F-тест  
(p < 0,001) 

W  
(p > 0,05) t 

680 нм 1,25×107 

кл./мл 0,97 ±0,06×107 кл./мл 1,25±0,06×107 кл./мл 1512,6 0,91 38,9

750 нм 1,35×107 

кл./мл 0,95 ±0,07×107 кл./мл 1,35±0,07×107 кл./мл 880,3 0,89 23,5

680–750 нм 7,42×107 
кл./мл 0,93 ±0,31×107 кл./мл 7,42±0,68×107 кл./мл 571,2 0,91 23,9

OD – оптическая плотность, нм; k – универсальный коэффициент; R2 – коэффициент детермина-

ции; SE – стандартная ошибка; X
̅
 ДИ, 95 % – средний доверительный интервал; F-тест – критерий 

Фишера; W – критерий Шапиро-Уилка; t – критерий Стьюдента. 
 

Наибольшая точность измерений наблюдается для модели OD 680 нм, где коэффици-
ент детерминации R² составил 0,97, что означает объяснение 97 % вариабельности данных 
моделью. Коэффициент k для этой модели составил 1,25×10⁷ кл./млꞏOD⁻¹ с узким довери-
тельным интервалом 1,19-1,31×10⁷. Для количественной оценки плотности культуры 
Chlorella vulgaris при OD 680 нм может быть использована следующая модель: 

 

Кл./мл ൌ  1,25 ൈ 10଻ ൈ 𝑂𝐷଺଼଴ ,    (1) 
 

где Кл./мл – количество клеток C. vulgaris в мл; 1,25 – коэффициент; OD680 – оптическая 
плотность C. vulgaris, нм. 

Измерения при OD 750 нм показали меньшую точность, при R²=0,95 и k=1,35×10⁷. Мо-
дель для оценки плотности культуры при OD 750 нм представлена формулой 
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Кл./мл ൌ  1,35 ൈ 10଻ ൈ 𝑂𝐷଻ହ଴     (2) 

 

где Кл./мл – количество клеток C. vulgaris в мл; 1,35 – коэффициент; OD750 – оптическая 
плотность C. vulgaris, нм. 

Наибольший коэффициент k=7,42×10⁷ был рассчитан для разностной модели ODкорр. 
Данная модель может быть использована при измерении оптической плотности культур с 
малой концентрацией клеток. Оценка плотности культуры при ODкорр. представлена 
формулой 

 

Кл./мл ൌ  7,42 ൈ 10଻ ൈ ሺ𝑂𝐷଺଼଴ െ 𝑂𝐷଻ହ଴ሻ     (3) 

 

где Кл./мл – количество клеток C. vulgaris в мл; 7,42 – коэффициент; OD680 и OD750 – опти-
ческая плотность C. vulgaris, нм. 

Значимость всех коэффициентов k подтверждена t-критерием Стьюдента (значения 
38,9, 23,5 и 23,9 соответственно, все при p < 0,001). Проверка нормальности распределения 
остатков по критерию Шапиро-Уилка (W = 0,91, 0,89 и 0,91) не выявила отклонений от 
нормального распределения (p > 0,05), что подтверждает корректность применения пара-
метрических методов анализа.  

Проведенный сравнительный анализ показал, что использование OD при длине волны 
680 нм для расчета универсальной модели является оптимальной для рутинных измерений 
благодаря максимальной точности, в то время как ODкорр (680–750 нм) следует приме-
нять при наличии значительного фонового шума или при низкой концентрации клеточной 
культуры. 

Полученные коэффициенты позволяют с высокой точностью рассчитать значения оп-
тической плотности для определения концентрации клеток Chlorella vulgaris для широкого 
диапазона измерений, что существенно упрощает мониторинг роста культуры как в лабо-
раторных, так и в промышленных условиях. 
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