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Предложена методика свертки температурной кривой флуоресценции путем аппроксимации их анали-

тической функцией. Это позволило уменьшить объем информации без существенной потери ее качества,

необходимой для сравнения и дальнейшего определения наличия или отсутствия в акватории конкретного

доминирующего вида микроводорослей. Определены три характерных типа нормированных температурных

кривых флуоресценции: с монотонным спадом, с локальным пиком и с плато интенсивности флуоресценции.

Для аппроксимации использованы логистическая функция, функция Хуберта и функция
”
доза-ответ“, что

позволило с высокой точностью (коэффициент детерминации стремится к единице) получить эталонные

значения параметров температурных зависимостей максимума лазерно-индуцированной флуоресценции мик-

роводорослей для 35 культур микроводорослей. Полученные параметры аппроксимации можно использовать

для идентификации видов, включая потенциально токсичные, в автоматизированных системах мониторинга

морских акваторий. Методика существенно сокращает объемы хранимых и обрабатываемых данных без

значительной потери информативности, что важно для разработки автоматизированных алгоритмов раннего

обнаружения вредоносных цветений фитопланктона.
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Введение

Одним из удобных инструментов для исследования

состояния морских акваторий является флуоресцентный

анализ состояния фитопланктона [1], в первую очередь,

микроводорослей. Главными критериями исследования

является определение видового состава и концентрации

(биомасса или количество клеток) микроводорослей

в акватории. Наиболее часто применяемым методом

такого определения является изучение образцов воды

под микроскопом. Тем не менее у данного метода есть

серьезные недостатки, а именно необходимость отбора

проб, высокие требования к подготовке исследователя,

низкий потенциал автоматизации [2]. Для исследования

распределения микроводорослей на больших площадях

наибольшую эффективность имеют спутниковые систе-

мы измерения цветности моря, такие как MODIS [3,4] и
MERIS [5,6], однако они ограничены при исследованиях

в прибрежной зоне и в эстуариях, а также значительно

зависят от погодных условий и времени суток. Анализ

видового состава в приповерхностных слоях воды, где

наблюдаются наибольшие скопления микроводорослей,

может проводиться автоматизированными оптическими

системами анализа флуоресцентного сигнала водорос-

лей [7]. Такие системы, работающие непосредственно в

среде, практически не зависят от погодных условий, не

требуют забора проб и могут осуществлять измерения

непрерывно с заданными интервалами. В качестве флуо-

ресцентных систем анализа можно выделить измерители

переменной флуоресценции [8–10] и измерители спек-

тров лазерно-индуцированной флуоресценции [10–12].
Форма лазерно-индуцированных спектров флуоресцен-

ции разных микроводорослей зависит от пигментного

состава [7], а амплитуда сигнала связана с концентраци-

ей пигментов и может изменяться в ответ на изменения

в условиях окружающей среды [13].

В наших работах [14,15] для идентификации видов

микроводорослей было предложено использовать темпе-

ратурную зависимость спектров флуоресценции (ТСФ)
микроводорослей. Однако широкополосность получае-

мых спектров и исследуемый температурный диапазон

определяют большие объемы получаемой исходной ин-

формации. Нами показано [15], что одним из спосо-

бов снижения объемов информации без существенной

потери информативности является использование зави-

симости максимальной интенсивности флуоресценции

хлорофилла-а от температуры, называемой температур-

ной кривой флуоресценции (ТКФ) [16,17]. Таким обра-

зом, для одной микроводоросли удается вместо ТСФ,

которые состоят из 60 спектров по 1600 точек каждый,
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использовать одну кривую, состоящую из 60 точек. Од-

нако и в этом случае хранение банка ТКФ для большого

числа микроводорослей требует значительных объемов

памяти, а анализ может требовать значительных затрат

времени и ресурсов.

Очевидно, что полностью решить задачу определения

видового состава микроводорослей в пробе морской

воды косвенным методом, каким является анализ тем-

пературных спектров лазерно-индуцированной флуорес-

ценции (ЛИФ), не представляется возможным [18]. В то

же время для ряда практических задач этого не требу-

ется. Наибольшее практическое значение имеет задача

определения наличия или отсутствия в акватории до-

минирующего вида микроводорослей, в первую очередь,

потенциально токсичных в концентрации, превышение

порога которой может запустить процесс массового

цветения [13,19]. Для решения данной практической

задачи возможно использование автоматизированных си-

стем анализа, задача которых получение температурных

спектров ЛИФ, их обработка и идентификация доми-

нирующего вида на основе алгоритмов сравнения с

эталонной информацией. На перспективность использо-

вания такой автоматизированной системы анализа для

распознавания монокультур микроводорослей на осно-

ве ТСФ, например, указано в [20]. Как было сказано

ранее, сложность алгоритмов, а также энергообеспе-

чение измерительных систем существенно зависят от

объемов обрабатываемой информации и ее качества.

Снижение затрат на энергообеспечение измерительного

оборудования не только позволяет продлить срок его

автономной работы, но и позволяет снизить нагрузку на

экологию [21].

Целью настоящей работы является исследование ТКФ

и разработка метода их свертки для уменьшения объе-

ма информации без существенной потери ее качества,

необходимой для сравнения и дальнейшего определения

наличия или отсутствия в акватории конкретного доми-

нирующего вида микроводорослей.

1. Материалы и методы

В настоящей работе исследованы параметры 35 куль-

тур микроводорослей, включая потенциально токсичные

виды родов Alexandrium и Pseudo-nitzschia. Культуры

были предоставлены морским биобанком Национально-

го научного центра морской биологии им. А.В. Жирмун-

ского ДВО РАН (https://marbank.dvo.ru/index.php/ru). Для
анализа использовались нормированные температурные

кривые флуоресценции (НТКФ), полученные при ли-

нейном нагреве образцов. Температурные зависимости

флуоресценции регистрировались с помощью лазерно-

индуцированной флуоресценции. Образцы нагревались с

постоянной скоростью, а интенсивность флуоресценции

хлорофилла-а фиксировалась в диапазоне температур

от 20 ◦C до 80 ◦C. Полученные данные нормировались

на среднее значение интенсивности флуоресценции для

устранения влияния концентрации пигментов.

Все расчеты проводились в среде OriginPro. Перечень

параметров НТКФ определялся по аппроксимационной

аналитической функции. При этом параметры самой

функции подбирались итерационным алгоритмом на

основе метода нелинейного МНК (метод Левенберга–
Марквардта). Оценка успешности аппроксимации и вы-

бор наиболее подходящей аналитической функции про-

изводились с использованием коэффициента детермина-

ции (R2) [22].
Все представленные в работе культуры выращивали

на среде f /2, приготовленной на основе фильтрованной

и стерилизованной морской воды соленостью 32%. Для

экспериментов использовали культуры на стадии экспо-

ненциального роста.

2. Результаты и обсуждение

Анализ характера НТКФ при линейном нагреве всех

исследованных нами культур показал, что в процессе

нагрева интенсивность флуоресценции существенно ме-

няется в трех температурных диапазонах. Первый темпе-

ратурный диапазон до 40 ◦С, в котором клетка находится

в своем нормальном состоянии и наблюдается высокий,

практически постоянный, уровень флуоресценции. Вто-

рой температурный диапазон соответствует разрушению

клеточных структур и гибели клеток, чему сопутствует

резкий спад интенсивности флуоресценции исследован-

ных образцов. При этом у большинства культур измене-

ние флуоресцентного сигнала имеет монотонный харак-

тер, но в некоторых случаях у определенных микрово-

дорослей наблюдается пик или плато флуоресценции в

районе 45 ◦С− 50 ◦С. Третий температурный диапазон

соотносится с неживыми клетками, когда происходит

полное разрушение клеточных структур, денатурация

белков, разрушение клеточных мембран и наблюдается

стабильно низкая флуоресценция.

Таким образом, мы видим, что, с одной стороны,

наблюдается различие конкретных форм НТКФ разных

видов микроводорослей, а, с другой стороны, общность

их характера. Это позволило нам поставить задачи

представления НТКФ в виде аналитической функции и

определения ее параметров, которые будут характеризо-

вать и позволять классифицировать микроводоросли.

В настоящей работе благодаря описанным ранее осо-

бенностям изменения интенсивности флуоресценции в

качестве основной для аппроксимации была выбрана и

исследована логистическая функция [23,24]:

f L =
A1 − A2

1 +
(

x
x0

)p + A2, (1)

где A1 и A2 являются максимальной и минимальной ам-

плитудой флуоресцентного сигнала, x0 — температура в

точке перегиба кривой f L, соответствует максимальной
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Таблица 1. Параметры логистической функции для культур, успешно прошедших аппроксимацию

Культура A1 A2 x0 p R2

Skeletonema sp (MBRU_Skel22) 3.50 0.04 36.14 15.47 0.991

Pseudo-nitzschia delicatissima (MBRU_PD17) 2.46 0.16 40.57 10.07 0.989

Pseudo-nitzschia pungens (MBRU_PPNDi_9_18) 2.47 0.11 41.28 10.29 0.989

Pseudo-nitzschia multistriata (MBRU_PMS-21) 2.45 0.11 41.75 13.42 0.998

Pseudo-nitzschia calliantha (MBRU_PC19) 2.23 0.23 41.79 11.83 0.992

Pseudo-nitzschia calliantha (MBRU_PC16) 2.27 0.20 41.89 12.16 0.993

Pseudo-nitzschia hasleana (MBRU_PH18) 2.34 0.10 42.40 11.29 0.997

Skeletonema sp (MBRU_SkPar310519) 2.40 0.14 42.51 15.64 0.982

Pseudo-nitzschia pungens (MBRU_PP21) 2.38 0.10 42.69 15.87 0.988

Attheya usurensis (MBRU_AU-01) 2.14 0.00 44.45 7.31 0.989

Cylindrotheca closterium (MBRU_Ccl-21) 2.34 0.03 44.68 12.60 0.998

Phaeodactylum tricornutum (MBRU_PT-85) 2.04 0.20 44.89 13.35 0.993

Skeletonema menzelii (MBRU_SM18) 2.01 0.13 47.16 10.99 0.998

Picochlorum maculatum (MBRU_NM-86) 1.99 0.06 47.68 8.11 0.998

Heterosigma akashiwo (MBRU_HAK17) 2.00 0.04 47.78 10.74 0.993

скорости изменения амплитуды, p — скорость измене-

ния амплитуды в точке перегиба, x — температура.

Данной функцией успешно было аппроксимирова-

но 15 НТКФ исследованных культур микроводорослей

(табл. 1). Качество аппроксимации определялось по ко-

эффициенту детерминации (R2). Аппроксимация счита-

лась успешной в том случае если R2 принимает значение

больше 0.98. Для примера на рис. 1 представлена НТКФ

микроводоросли Skeletonema menzelii (MBRU_SM18) и

ее аппроксимация логистической функцией.

Опираясь на параметр x0, можно видеть, что большин-

ство исследованных микроводорослей имеют среднее

значение температуры в пределах от 40 ◦С до 48 ◦С, при

котором начинается разрушение клеточных структур и

гибель клеток. Этот параметр может быть использован

для оценки температурной стойкости микроводорослей.

В табл. 1 видно, что микроводоросли Pseudo-nitzschia

отличаются от других микроводорослей по парамет-

ру x0, поскольку его значение находится в пределах

40.5 ◦С− 42.7 ◦С, ниже чем у остальных.

Для ряда культур микроводорослей при исследовании

НТКФ можно наблюдать появление локального пика

интенсивности флуоресценции во втором диапазоне тем-

ператур. В связи с этим аппроксимацию целесообразно

проводить в виде суммы двух функций, одна из которых

будет аппроксимировать наблюдаемый пик.

В настоящей работе для аппроксимации флуорес-

центного пика была применена функция плотности ве-

роятности логистического распределения или функция

Рис. 1. Аппроксимация НТКФ Skeletonema menzelii

(MBRU_SM18) логистической функцией.

Хуберта. Она связана с логистическим соотношением:

f H = f ′

L, (2)

где f H — функция Хуберта, f ′

L — первая производная

логистической функции. Функция Хуберта, которую мы

использовали для аппроксимации локального пика флу-
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Таблица 2. Параметры аппроксимации исследованных культур двумя функциями

Культура A1 A2 x0 p A0 x c w A R2

Thecadinium pseudokofoidii (MBRU_Tk9) 2.54 0 35.16 2.91 0.02 53.96 2.95 1.21 0.99

Pseudadenoides kofoidii (MBRU_Aden3) 2.48 0 36.47 3.15 0.01 50.75 2.70 1.22 0.99

Rhodomonas salina (MBRU_CS-92) 1.85 0.13 40.28 6.35 0.03 51.82 3.75 1.04 0.99

Dunaliella salina (MBRU_DS-85) 1.55 0.49 40.89 25.48 0.05 49.84 1.68 0.72 0.98

Dunaliella tertiolecta (MBRU_DT-85) 2.08 0.24 41.15 17.26 0.00 48.75 1.92 0.71 0.99

Prorocentrum cordatum (MBRU_Pr_cor-17) 1.86 0.11 35.13 8.18 0.03 46.53 2.13 1.14 0.99

Thalassiosira nordenskioeldii (MBRU_Th-2015) 2.25 0.13 42.27 10.54 0.01 47.94 0.48 1.32 0.99

Prorocentrum triestinum (MBRU_PRTR17) 1.53 0.10 43.44 7.54 0.01 51.30 3.28 1.02 0.98

Teleaulax amphioxeia 1.82 0.14 43.65 7.91 0.01 48.95 2.71 0.93 0.99

Alexandrium catenella (MBRU_AL6) 1.59 −0.25 45.46 2.58 0.00 47.16 4.51 0.64 0.99

Alexandrium catenella (MBRU_AL14) 1.58 −0.24 46.04 2.85 0.02 47.60 2.99 0.53 0.99

Tetraselmis striata (MBRU_P-86) 1.96 0.03 46.17 18.94 0.00 51.80 2.73 0.73 0.99

Alexandrium catenella (MBRU_AL15) 1.59 0.00 46.97 4.33 0.02 46.10 4.86 0.77 0.99

Alexandrium catenella (MBRU_AL21) 1.7 −0.14 47.10 7.7 0.98 46.34 0.03 1.93 0.98

Tetraselmis viridis (MBRU_PV-85) 1.68 0.07 49.45 11.39 0.01 52.08 2.90 0.71 0.99

Isohrysis galbana 1.68 0.08 50.42 5.25 0.00 54.48 2.10 0.43 0.99

Chlorella minutissima (MBRU_CM-86) 1.55 0.07 51.45 9.41 0.01 58.54 2.68 0.78 0.98

оресценции в программе OriginPro, имеет вид

f H = A0 +
4Ae(− x−xc

w )
[

1 + e(− x−xc
w )

]2
, (3)

где A — амплитуда в максимуме локального пика, w —

полуширина пика на полувысоте, x c — температура

максимальной амплитуды локального пика, x — темпе-

ратура, A0 — амплитуда в минимуме локального пика.

Аппроксимация НТКФ с локальным пиком флуорес-

ценции проводилась в два этапа. На первом этапе

используется аппроксимация логистической функцией

таким образом, чтобы иметь наибольшее совпадение

на участках НТКФ без локального пика. Затем про-

изводится вычитание из исходной НТКФ полученной

аналитической функции. После вычитания производится

аппроксимация полученной разностной кривой функ-

цией Хуберта. Конечным результатом аппроксимации

является аналитическая функция в виде суммы двух

функций:

y = f L + f H . (4)

В качестве примера на рис. 2 представлены резуль-

таты аппроксимации НТКФ микроводоросли Dunaliella

tertiolecta (MBRU_DT-85) логистической функцией

(рис. 2, а) и функцией Хуберта (рис. 2, b), а на

рис. 3 итоговая аппроксимация НТКФ Dunaliella

tertiolecta (MBRU_DT-85) суммой двух функций.

Рис. 2. Аппроксимация НТКФ микроводоросли Dunaliella

tertiolecta (MBRU_DT-85) а — логистической функцией, b —

функцией Хуберта.

При использовании двух функций было успешно

аппроксимировано 17 НТКФ исследованных культур

(табл. 2).
Для микроводорослей, представленных в табл. 2, на-

блюдается расширение изменения диапазона параметра
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Таблица 3. Параметры исследованных культур функцией BiDoseResp

Культура A1 A2 LOGx01 LOGx02 h1 h2 p R2

Tetraselmis maculata (MBRU_TM-93) 0.08 1.95 35.10 55.96 −0.25 −0.17 0.34 0.991

Tetraselmis suecica (MBRU_PS-93) 0.09 1.75 37.79 55.29 −0.34 −0.19 0.16 0.996

Thalassiosira nordenskioeldii (MBRU_Tnor22) 0.01 2.59 23.72 41.06 −0.06 −0.36 0.65 0.999

Рис. 3. Аппроксимация НТКФ Dunaliella tertiolecta

(MBRU_DT-85) суммой двух функций.

x0 от 35 ◦С до 51.5 ◦С, и появляется дополнительный

параметр x c , который изменяется в диапазоне от 46 ◦С

до 58.5 ◦С. При этом потенциально опасные микрово-

доросли Alexandrium имеют значение x0 в пределах

45.46 ◦С− 47.15 ◦С и x c в пределах 46.1 ◦С− 47.6 ◦С,

что позволяет отделить их от других. Также видно,

что микроводоросли, относящиеся к отделу зеленых

водорослей, выделяются по параметру p. Это может

быть использовано для отделения их от микроводо-

рослей других отделов в случае аппроксимации двумя

функциями.

Среди исследованных в настоящей работе микро-

водорослей существуют культуры, у НТКФ которых

во втором диапазоне температур от 40 ◦С до 50 ◦С

наблюдается не пик, а горизонтальное плато ампли-

туды флуоресценции. Для таких НТКФ аппроксимация

проводилась функцией Biphasic Dose Response Function

(BiDoseResp) [25]:

f BDR =A1 + (A2 − A1)

[

p

1 + 10h1(logx (01)−x)

+
1− p

1 + 10h2(logx (02)−x)

]

, (5)

где A1 и A2 являются амплитудой третьего и первого

диапазона соответственно, h1 и h2 — параметр, кото-

рый определяет скорость изменения амплитуды между

Рис. 4. Аппроксимация НТКФ Tetraselmis maculata

(MBRU_TM-93) функцией BiDoseResp.

диапазонами, p — коэффициент пропорциональности,

который определяет амплитуду на втором диапазоне,

x — температура.

Для примера на рис. 4 представлена НТКФ микро-

водоросли Tetraselmis maculata (MBRU_TM-93) и ее

аппроксимация функцией BiDoseResp.

Данной функцией успешно было аппроксимировано 3

НТКФ исследованных культур (табл. 3).

Для демонстрации возможности использования полу-

ченных параметров в дальнейшей работе, направленной

на идентификацию микроводорослей флуоресцентными

методами, нами проведен статистический анализ анали-

тических функций, полученных для НТКФ, измеренных

в ряде проведенных нами экспериментов. В табл. 4

указаны средние значения параметров функций аппрок-

симации P, их стандартное отклонение σ и коэффициент

вариации cV . Видно, что для микроводоросли A. catenella

наблюдается значительный разброс параметров, однако

x c и x0, связанные с характерными температурами,

остаются достаточно стабильными. Большой разброс

параметров скорее всего вызван условиями эксперимен-

тов, которые проводились в накопительной культуре в

течение долгого времени. Микроводоросль P. cordatum

показала значительную стабильность в большинстве

параметров, как и микроводоросль P. multistriata.
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Таблица 4. Параметры функций аппроксимации, полученные на основе измерений независимых образцов

Alexandrium catenella Prorocentrum cordatum Pseudo-nitzschia multistriata

(MBRU_AL21) (MBRU_Pr_cor-17) (MBRU_PMS-21)

№ 30 12 12

P σ cV P σ cV P σ cV

A1 1.70 0.31 0.18 1.86 0.04 0.03 2.44 0.10 0.04

A2 −0.14 0.28 −2.02 0.11 0.06 0.55 0.11 0.04 0.38

x0 47.1 9.08 0.19 35.13 0.48 0.01 41.81 0.47 0.01

p 7.7 5.88 0.76 8.18 0.76 0.09 13.30 0.62 0.05

A0 0.03 0.05 1.48 0.03 0.04 1.41

x c 46.34 2.39 0.05 46.53 0.63 0.01

w 1.946 1.94 1.00 2.13 2.86 1.34

A 0.98 0.54 0.55 1.14 0.08 0.06

Рис. 5. Сравнение параметров аппроксимации для трех потен-

циально опасных культур.

На рис. 5 продемонстрированы параметры аппрокси-

мации исследованных микроводорослей.

На графике рис. 5 отчетливо наблюдается различие

между микроводорослями, которое проявляется, в част-

ности, в отсутствии у P.multistriata локального пика

флуоресценции (x c = 0, A = 0), а для микроводорослей

A. catenella и P. cordatum наблюдается значительная раз-

ница в параметре x0 (около 30%).

Заключение

Результаты исследований, приведенных в работе, по-

казали, что НТКФ различных видов и штаммов микро-

водорослей демонстрируют общие закономерности. Для

всех микроводорослей характерны три температурных

диапазона со специфическим характером интенсивно-

сти флуоресценции: когда клетка находится в своем

нормальном состоянии, когда начинается разрушение

клеточных структур и гибель клетки, и когда в нежи-

вой клетке происходит полное разрушение клеточных

структур. Для аппроксимации кривых были успешно

применены логистическая функция, функция Хуберта и

функция BiDoseResp.

Логистическая функция оказалась эффективной для

описания 15 НТКФ с монотонным спадом флуорес-

ценции, тогда как комбинация логистической функции

и функции Хуберта может быть использована для

большинства кривых, в том числе и для НТКФ с

локальным пиком во втором температурном диапазоне.

Три микроводоросли показали оригинальную форму

НТКФ с плато интенсивности флуоресценции во втором

диапазоне температур, поэтому для их аппроксимации

применялась функция BiDoseResp. Качество аппрокси-

мации оценивалось по коэффициенту детерминации R2,

который в большинстве случаев приближался к единице,

подтверждая высокую точность предложенных моделей.

Полученные модели аналитических функций имеют

практическое значение и могут быть использованы в ал-

горитмах идентификации микроводорослей, в том числе

потенциально токсичных видов, в морских акваториях.

Методика позволяет сократить объемы обрабатываемых

данных в семь раз: с 60 точек до 8 параметров, в случае

НТКФ с локальным пиком. Аппроксимация измеренных

НТКФ аналитическими функциями позволяет избежать

ошибок при идентификации микроводорослей, вызван-

ных, например, случайными выбросами в дискретных

наборах данных.

Финансирование работы

Все спектроскопические и флуориметрические иссле-

дования выполнены при поддержке Российского науч-
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ного фонда в рамках программы
”
Оптические методы

обнаружения зарождения и распространения вредонос-

ных цветений микроводорослей и идентификации ви-

дов токсичных микроводорослей в морских акваториях“

[грант № 23-77-00004]. Работа по культивированию и

исследованию физиологического состояния микроводо-

рослей выполнена при поддержке Федеральной службы

по гидрометеорологии и мониторингу окружающей сре-

ды [грант № 169-15-2023-002]. Методика аппроксимации

нормированных температурных кривых флуоресценции

микроводорослей аналитическими функциями разрабо-

тана в рамках государственного задания ИАПУ ДВО

РАН (тема № FWFW-2021-0001)

Конфликт интересов

Авторы заявляют, что у них нет конфликта интересов.

Список литературы

[1] C. Zeng, T. Zeng, A.M. Fischer, H. Xu. Remote Sens., 9 (3),
210, (2017). DOI: 10.3390/rs9030210

[2] H.M. Sosik, R.J. Olson. Limnology and Oceanography:

Methods., 5 (6), 204(2007).
[3] E.A. Gokul, D.E. Raitsos, J.A. Gittings, A. Alkawri, I. Hoteit.

PLoS One., 14 (4), 1 (2019).
DOI: 10.1371/journal.pone.0215463

[4] Q. Zheng, V.V. Klemas. Coastal Оcean Еnvironment, 1−9,

(2017).
[5] Y. Li, R.P. Stumpf, D.J. McGillicuddy, R. He. Harmful Algae,

99, 101927 (2020). DOI: 10.1016/j.hal.2020.101927
[6] V. Martinez-Vicente, A. Kurekin, C. Sa, V. Brotas, A. Amorim,

V. Veloso, J. Lin, PI. Miller. Front. Mar. Sci., 7, 1 (2020).
DOI: 10.3389/fmars.2020.582960

[7] H.L. MacIntyre, E. Lawrenz, T.L. Richardson. Chlorophyll

a Fluorescence in Aquatic Sciences: Methods and

Applications (Springer Netherlands, Dordrecht, 2010),
р. 129−169. DOI: 10.1007/978-90-481-9268-7_7
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