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Аннотация 
Представлена методика определения истинного спектра поглощения света плотной 
культурой морской кокколитофориды Chrysotila sp. с использованием однолучевого 
спектрофотометра МС 122А, оснащенного интегрирующей сферой. Основная про-
блема стандартных измерений заключается в искажении спектра из-за светорассеяния 
клетками, что особенно заметно в ближней инфракрасной области (750–800 нм), 
где поглощение пигментов отсутствует, но измеряемый сигнал не равен нулю. 
Для компенсации эффекта рассеяния использован подход, основанный на регистрации 
спектров поглощения при двух положениях кюветы относительно интегрирующей 
сферы: стандартном (вплотную) и на расстоянии 2 мм. Поправочный коэффициент, не 
зависящий от длины волны, рассчитывали по данным в области 750–800 нм, его значе-
ние составило 3.77. Истинный спектр поглощения, очищенный от вклада рассеяния, 
вычисляли по предложенной формуле. Методика показала эффективность для культур 
с высокой численностью клеток, обеспечивая нулевые значения поглощения в ближ-
ней ИК-области. Однако при низкой концентрации клеток метод неприменим из-за зна-
чительного роста погрешностей. Таким образом, работа демонстрирует практический 
способ корректного определения спектров поглощения in vivo на доступном оборудо-
вании, что важно для экологических и физиологических исследований фитопланктона, 
а также для развития региональных алгоритмов дистанционного зондирования. 
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Abstract 

This study presents a technique for determining the true light absorption spectrum of 

a dense culture of the marine coccolithophore Chrysotila sp. using a single-beam MS 122A 

spectrophotometer equipped with an integrating sphere. The main problem with standard 

measurements is the distortion of the spectrum due to light scattering by cells, which is espe-

cially noticeable in the near-infrared region (750–800 nm), where the pigments are not ab-

sorbed, but the signal is not zero. To compensate for the scattering effect, the authors used an 

approach based on recording absorption spectra at two positions from the integrating sphere: 

standard (close to) and at a distance of 2 mm. The correction factor, independent of wave-

length, was calculated from data in the range of 750–800 nm. Its value was 3.77. The true 

absorption spectrum, stripped of the scattering contribution, was calculated using the pro-

posed formula. The technique has shown its effectiveness for cultures with a high cell density, 

providing zero absorption values in the near-infrared region. However, with a low cell con-

centration, the technique is inapplicable due to a significant increase in errors. Thus, the work 

demonstrates a practical way to correctly determine in vivo absorption spectra using available 

equipment, which is important for ecological and physiological studies of phytoplankton as 

well as for development of regional remote sensing algorithms. 
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Введение 

Спектрофотометры являются основным инструментом для оценки оптиче-

ских свойств фотосинтетических клеток. Однако достоверность измерений 

спектров поглощения in vivo ограничена искажающим влиянием светорассея-

ния, величина которого зависит как от распределения рассеянного света внутри 

пробы, так и от геометрии кюветы и детектора.  

Наиболее эффективным способом минимизации потерь рассеянного света 

является использование в спектрофотометрах интегрирующей сферы (ИС) [1], 

внутренняя поверхность которой обладает высоким коэффициентом отраже-

ния. При расположении исследуемого образца внутри такой сферы весь рассе-

янный свет попадает на фотодетектор и измеряемая оптическая плотность обу-

словлена только истинным поглощением света образцом [2]. Однако в стан-

дартных спектрофотометрах, оснащенных ИС, конструкция обычно 

не предусматривает размещения образца внутри сферы – кювета устанавлива-

ется перед входным окном. В такой конфигурации полностью исключить вклад 

рассеяния не удается.  

В литературе предложены два подхода к коррекции: использование попра-

вочных коэффициентов и методика регистрации спектров на разном расстоя-

нии от ИС [3, 4]. Второй подход основан на том, что изменение расстояния до 

ИС позволяет варьировать долю рассеянного света в регистрируемом сигнале. 

Измерения на двух расстояниях (вблизи и вдали от ИС) дают возможность вос-

становить спектр поглощения, компенсированный на рассеяние, что подтвер-

ждается выходом на нулевые значения в диапазоне 750–800 нм, где поглощение 

пигментов отсутствует [5]. 

В дальнейшем такие скорректированные спектры могут быть использо-

ваны в региональных алгоритмах для разделения вкладов кокколитофорид, 

диатомовых и динофитовых водорослей по мультиспектральным измерениям 

коэффициента яркости моря [6], получаемым, в частности, по спутниковым 

данным. 

Для Черного моря актуальной задачей является создание региональных ал-

горитмов интерпретации спутниковых данных, позволяющих разделять вклад 

различных таксономических групп фитопланктона (кокколитофорид, диато-

мовых, динофитовых) в общую биомассу [7]. Решение этой задачи требует 

наличия эталонных спектров поглощения света чистыми культурами массовых 

видов. В 2023 г. была начата серия работ по исследованию особенностей спек-

тров показателя поглощения света отдельными видами черноморского фито-

планктона разной таксономической принадлежности, однако качество исход-

ных спектров in vivo, получаемых на спектрофотометре МС 122А стандартным 

методом, остается неудовлетворительным для надежного разделения вкладов, 

что делает коррекцию на рассеяние обязательной.  

Цель работы – определение истинного спектра поглощения света накопи-

тельной культурой морской кокколитофориды Chrysotila sp. с использованием 

однолучевого спектрофотометра МС 122А и методики измерений на двух 

расстояниях от ИС. Работа выполнена с использованием материалов доклада 

на XIII Всероссийской конференции с международным участием «Современ-

ные проблемы оптики естественных вод 2025» [8]. 
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Материалы и методы 
В работе использовали альгологически чистую культуру кокколитофориды 

Chrysotila sp. P. L. Anand из коллекции живых культур морских планктонных 

микроводорослей ФГБУН ФИЦ ИнБЮМ. 

Водоросли выращивали в конических колбах объемом 0.2 л в питатель-

ной среде f/2 [9], приготовленной на основе пастеризованной морской воды. 

Для поддержания культуры в экспоненциальной фазе роста и постоянной чис-

ленности клеток ее ежедневно разбавляли свежей питательной средой. Темпе-

ратура культивирования составляла (18 ± 1) ℃, что соответствует температур-

ному оптимуму для исследуемого вида. 

Спектры поглощения регистрировали в кюветах с длиной оптического 

пути 1 см в диапазоне от 300 до 800 нм с шагом 1 нм на однолучевом спектро-

фотометре МС 122А (SOL instruments, Минск, Беларусь), оснащенном устрой-

ством диффузного пропускания и отражения с ИС. При измерении кювету 

размещали перед входным окном ИС в кюветодержателе устройства 1). Внут-

ренний диаметр ИС – 50.8 мм (2 дюйма). Покрытие внутренней поверхности 

ИС – BaSO4.  

Измерения проводили при двух положениях кюветы (рис. 1): стандартное 

положение – вплотную к входному окну ИС (r = 0); удаленное положение – 

на максимально возможном для данной конструкции расстоянии r = 2 мм 

от входного окна ИС. Конструкция кюветного отделения спектрофотометра 

МС 122А не позволяет установить кювету на расстояние более 2 мм (ограни-

чение связано с зеркалом оптической системы), поэтому в работе использовано 

это значение.  

a b

Р и с .  1 .  Вид сверху на кюветное отделение МС 122А: a – в поло-

жении близко к ИС; b – на расстоянии 2 мм от ИС 

F i g .  1 .  Top view of the MS 122А cuvette compartment: a – in a po- 

sition close to the integrating sphere (IS); b – at a distance of 2 mm 

from the IS 

1) URL: https://solinstruments.by/produkciya/spektrofotometry/mc-122/dopolnitelnoe-oborudovanie/

(дата обращения: 14.02.2025). 
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Истинный спектр поглощения, компенсированный на рассеяние, опреде-

лялся по формуле [1] 

 ос ph phлph ;0 ,( ) ( ; ) [ ( ; ) ( ;0)]a ra L r a r a        (1) 

где aph(λ; r) – показатель поглощения света образцом, расположенным на неко-

тором расстоянии r от ИС; Lосл(r; 0) – поправочный коэффициент; aph(λ; 0) – 

показатель поглощения света при стандартном положении кюветы. 

Эксперименты по изучению влияния расстояния от ИС до образца на спек-

тры поглощения хорошо описаны в работе [3]. 

Предполагается, что поправочный коэффициент Lосл(r; 0) не зависит 

от длины волны и его значение может быть определено при переходе в область 

длин волн, в которой образец не поглощает свет (то есть к области 750–800 нм 

видимого диапазона): 
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Для сравнительного анализа пигменты экстрагировали из клеток 

100%-ным ацетоном по методике [10]. Спектры поглощения экстрактов реги-

стрировали на том же приборе в стандартных 1 см кюветах. 

Результаты и обсуждение 

При стандартном расположении кюветы (близко к ИС) поглощение света 

образцом aph(λ;0) в диапазоне 750–800 нм, где пигменты не способны к погло-

щению, не принимает нулевые значения. В этой области поглощение света мо-

нотонно растет с увеличением расстояния между кюветой и ИС. Это явление 

обусловлено неселективным рассеянием клетками микроорганизмов, которое 

возникает из-за резких изменений показателя преломления на межфазных гра-

ницах. Вероятно, свой вклад вносит и селективное рассеяние, связанное с рез-

кими изменениями показателя преломления пигментами, встроенными в тила-

коидные мембраны, в области их спектров поглощения света [4]. 

На рис. 2 показаны спектры поглощения света плотной культуры, получен-

ные на спектрофотометре МС 122А при двух положениях кюветы: стандарт-

ном aph(λ; 0) и на расстоянии 2 мм от входного окна ИС aph(λ; r). 

Р и с .  2 .  Примеры спектров поглощения 

света культурой Chrysotila sp., полученных 

при стандартном положении кюветы – a(λ; 0) 

и на расстоянии r = 2 мм от входного окна 

ИС – a(λ; r) 

F i g .  2 .  Examples of light absorption spectra 

of the Chrysotila sp. culture obtained at the stand-

ard cuvette position a(λ; 0) and at a distance 

of r = 2 mm from the IS input window a(λ; r) 
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Для коррекции вклада рассеяния использовали формулу (2) и рассчитали 
поправочный коэффициент L для некоторых значений λ: 
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Согласно методикам [3], поправочный коэффициент L определяли как сред-
нее значение в области 750–800 нм. Для исследуемой культуры Chrysotila sp. 
среднее значение коэффициента Lосл(r; 0) для трех длин волн составило в данной 
работе 3.77. 

Используя формулу (1), рассчитаем истинное значение поглощения для 
каждой длины волны. Для примера представлен расчет для длины волны 
λ = 443 нм: 

0.0853 3.77 0 .8.0853 .( 0443) [ 00 8 .0 141]a       
Проведя аналогичные расчеты для остальных длин волн, получим истин-

ный спектр показателя поглощения культурой Chrysotila sp., компенсирован-
ный на рассеяние (рис. 3). Характерной особенностью этого спектра является 
отсутствие поглощения света в диапазоне 750–800 нм (рис. 3), что подтвер-
ждает качество проведенной коррекции. 

Следует учитывать, что описанная методика эффективна только при высокой 
плотности клеток, когда культура в кювете обладает заметной окраской, разли-
чимой визуально. При низкой концентрации водорослей регистрируемые спек-
тры содержат (при аph(750;0) > 0.02 m−1) значительное число артефактов, кото-
рые могут быть ошибочно интерпретированы как спектральные пики. Попытка 
восстановления истинного спектра в таких условиях приводит к усилению 
шумовых выбросов и росту погрешности измерений. Для примера на рис. 4 
представлены спектры для двух концентраций: культуры без разбавления 
(570 000 кл/мл) (рис. 4, a) и после разбавления в восемь раз (71 300 кл/мл) 
(рис. 4, b). 

Р и с .  3 .  Истинный спектр показателя по-
глощения света культурой Chrysotila sp., рас-
считанный по выражению (1) 
F i g .  3 .  True light absorption spectrum of 
the Chrysotila sp. culture determined by ex-
pression (1) 
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Р и с .  4 .  Нормированные на 443 нм спектры показателя поглощения света 

культурой Chrysotila sp., полученные при стандартном положении кюветы 

a(λ; 0), на расстоянии a(λ; r) от входного окна ИС, и истинные спектры а̃, 
рассчитанные по выражению (1) для концентрации 570 000 кл/мл (слева) 

и 71 300 кл/мл (справа) 

F i g .  4 .  Absorption spectra of the Chrysotila sp. culture normalized to 443 nm, 

obtained at the standard position of the cuvette a(λ; 0) at a distance a(λ; r) from 

the IS input window and the true spectra а̃ calculated using expression (1) for 

a concentration of 570,000 cells/mL (left) and 71,300 cells/mL (right) 

На рис. 5 представлено сравнение истинного спектра поглощения in vivo 

(пунктирная линия) и спектра ацетонового экстракта (сплошная линия) для 

концентрации 570 000 кл/мл. Спектр ацетонового экстракта водорослей харак-

теризуется смещением пиков в коротковолновую область [11, c. 304] относи-

тельно спектра in vivo. Это смещение обусловлено преимущественно разруше-

нием белково-пигментных комплексов при экстракции органическими раство-

рителями, изменением полярности среды и агрегацией/диссоциацией пигмен-

тов в ацетоне.  

Р и с .  5 .  Спектры показателя поглощения 

света культурой Chrysotila sp. (при концентра-

ции 570 000 кл/мл), нормированные на 443 нм: 

А – истинный спектр, рассчитанный по выра-

жению (1) (пунктирная линия); а̃  – спектр 

ацетонового экстракта (сплошная линия)  

F i g .  5 .  Light absorption spectra of 

the Chrysotila sp. culture (at a concentration 

of 570,000 cell/mL) normalized to 443 nm: а̃ is 

the true spectrum calculated using expression (1), 

A is the spectrum of the acetone extract 
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Данный факт критически важен при интерпретации данных дистанцион-

ного зондирования, поскольку калибровка спутниковых приборов, как пра-

вило, обоснована на in vitro спектрах, тогда как натурные измерения соответ-

ствуют in vivo состоянию пигментов. Различие спектральных характеристик 

обусловлено тем, что в ацетоновых экстрактах некоторые пигменты (например, 

хлорофиллы) могут образовывать агрегаты (димеры, олигомеры). Агрегация 

часто приводит к расщеплению и смещению пиков поглощения. В нативном 

состоянии максимум поглощения хлорофилла ~ 660–680 нм (красная область), 

а в ацетоновых экстрактах пик может смещаться к 650–665 нм (гипсохромный 

сдвиг), что связано с потерей взаимодействия с белками [7]. 

Выводы 
Адаптирована методика коррекции спектров поглощения фитопланктона 

на рассеяние для однолучевого спектрофотометра МС 122А с ИС. Установ-

лено, что максимально возможное удаление кюветы от ИС (2 мм) является 

достаточным для расчета поправочного коэффициента и получения истин-

ного спектра поглощения, что подтверждается выходом на нулевые значения 

в диапазоне 750–800 нм. 

Для культуры Chrysotila sp. рассчитано среднее значение поправочного ко-

эффициента L = 3.77 в области 750–800 нм. С использованием этого коэффи-

циента получен истинный спектр поглощения in vivo, очищенный от вклада 

рассеяния. 

Определены границы применимости методики: она эффективна только 

при высокой плотности клеток, когда показатель поглощения на длине волны 

750 нм аph(750;0) превышает 0.02 м−1. При низкой концентрации коррекция 

приводит к усилению шумов и появлению артефактов. 

Подтверждено, что спектры ацетоновых экстрактов пигментов Chrysotila sp. 

характеризуются гипсохромным сдвигом (смещением в коротковолновую об-

ласть) относительно спектров in vivo. Это обусловлено разрушением белково-

пигментных комплексов и агрегацией пигментов в ацетоне. Данное различие 

необходимо учитывать при калибровке алгоритмов дистанционного зондиро-

вания фитопланктона по спутниковым данным. 
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