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ПИГМЕНТНЫЙ СОСТАВ КЛЕТОК МИКРОВОДОРОСЛИ  
HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ  

НА ДЕФИЦИТНЫХ ПО БИОГЕННЫМ ЭЛЕМЕНТАМ СРЕДАХ 

Аннотация. В клетках микроводоросли Haematococcus pluvialis (штамм IBCE H-17) изучено накопление каро-
тиноидов (каротиногенез) при их культивировании на питательных средах, дефицитных по биогенным элементам – 
азоту (N) и калию совместно с фосфором (K + P). Показано, что при выращивании гематококка на среде, дефицитной 
по К + Р, к 18-м суткам культивирования в клетках водоросли в основном накапливались астаксантин и β-каротин. 
Далее по уровню накопления, превышающему контроль (полная питательная среда), по убывающей следовали анте-
раксантин, зеаксантин и виолаксантин, в то время как количество неоксантина и лютеина находилось на уровне 
контрольных значений. Каротиногенез в таких условиях протекал на фоне высокого содержания хлорофилла (a + b), 
сопоставимого с его уровнем в контроле. Напротив, при использовании питательной среды, дефицитной по N, нако-
пление каротиноидов в клетках гематококка проходило на фоне снижающегося количества хлорофилловых пигмен-
тов. При этом к 18-м суткам культивирования в клетках водоросли накапливался преимущественно астаксантин,  
в меньшей степени – β-каротин. Содержание лютеина, антераксантина, зеаксантина и виолаксантина было ниже 
контрольных значений, а количество неоксантина находилось на уровне контроля. В целом накопление астаксанти-
на в условиях дефицита N было более эффективным по сравнению с контролем (в 4,3 и 1,8 раза соответственно),  
а также при использовании питательной среды, дефицитной по K + P.

Ключевые слова: Haematococcus pluvialis, каротиногенез, биогенные элементы, дефицит азота, дефицит калия 
и фосфора, фотосинтетические пигменты, астаксантин

Для цитирования: Шалыго, Н. В. Пигментный состав клеток микроводоросли Haematococcus pluvialis при 
культивировании на дефицитных по биогенным элементам средах / Н. В. Шалыго // Вес. Нац. aкад. навук Беларусі. 
Сер. біял. навук. – 2020. – Т. 65, № 2. – С. 163–170. https://doi.org/10.29235/1029-8940-2020-65-2-163-170

Nikolai V. Shalygo

Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus

THE PIGMENT COMPOSITION OF HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS MICROALGAE CELLS  
UPON CULTIVATED ON BIOGENIC-DEFICIENT MEDIA

Abstract. The accumulation of carotenoids (carotenogenesis) in the cells of Haematococcus pluvialis (strain IBCE H-17) 
upon cultivation in nutrient media deficient in nutrient elements (N and K + P) is shown. K and P deficiency in nutrient 
medium led to accumulation of astaxanthin, β-carotene, anteraxanthin, zeaxanthin and violaxanthin after 18 days of culti-
vation, while the amount of neoxanthin and lutein was at the control level. Carotenogenesis under such conditions was accom-
panied by high levels of chlorophyll (a + b). The use of nutrient medium deficient in N led to the accumulation of astaxanthin 
and, to a lesser extent, β-carotene in haematococcus cells, while lutein, anteraxanthin, zeaxanthin, violaxanthin and neoxa-
nthin levels were lower or the same as control. N deficiency caused the decrease in amount of chlorophyll (a + b). Nitrogen 
deficiency was 4.3 times more effective than control medium and 1.8 times more effective than combined potassium and 
phosphorus deficiency in promoting astaxanthin accumulation.
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Введение. Клетки зеленой одноклеточной микроводоросли Haematococcus pluvialis (H. рluvialis) 
на стадии активного роста имеют овальную форму, подвижны, окрашены в зеленый цвет и со-
держат пигменты: хлорофилл a, хлорофилл b, β-каротин, лютеин, неоксантин, виолаксантин, а также 
следовые количества зеаксантина и феофитина a. В неблагоприятных для роста и развития условиях 
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эти клетки сначала приобретают пальмеллоидную структуру, т. е. теряют жгутики, округляются 
и увеличиваются в размерах, а затем образуют окруженные многослойной оболочкой цисты 
(апланоспоры) [1]. Насыщенный красный цвет апланоспор обусловлен пигментом астаксанти-
ном, который аккумулируется в липидных везикулах преимущественно в виде эфиров с полине-
насыщенными жирными кислотами и защищает клетки гематококка от окислительного стресса, 
вызванного действием стрессоров разной природы [2–7].

Астаксантин (3,3ʹ-дигидрокси-4,4ʹ-дикето-β-каротин), являясь производным β-каротина, от-
личается от последнего наличием двух атомов кислорода (в виде гидроксила и кетогруппы)  
в каждом из двух иононовых колец, что придает ему уникальные свойства. На сегодняшний день 
астаксантин считается одним из наиболее сильных антиоксидантов. Он используется в пищевой 
и фармацевтической промышленности, а также в косметологии [8–11]. Астаксантин обладает яр-
ко выраженным противовоспалительным действием, а также способностью проникать через ге-
матоэнцефалический барьер, что определяет эффективность его использования в прикладной 
медицине для профилактики и лечения заболеваний центральной нервной системы. В отличие 
от β-каротина, астаксантин не является провитамином А, поэтому норму его суточного по- 
требления по медицинским показаниям можно увеличивать до 20 мг/сут, не опасаясь побочных 
явлений, характерных для высоких концентраций витамина А. Астаксантин является важным 
компонентом кормов в аквакультуре для лососевых рыб (форели, лосося, семги) и ракообразных 
(креветок, омаров, лобстеров). Именно астаксантин определяет нормальный метаморфоз личинок, 
окраску их мышечных тканей и наружных покровов, а следовательно, товарный вид, вкусовые 
качества и другие потребительские свойства продуктов. Астаксантин используется в кормовых 
добавках для пигментации яичных желтков кур. Он также может быть использован для улучше-
ния цвета и увеличения срока хранения различных продуктов растительного и животного про-
исхождения: молочной продукции, майонезов, кондитерских кремов [12].

Астаксантин содержат и другие водоросли, а также грибы, бактерии и высшие растения. 
Однако наиболее высокое содержание астаксантина (до 7 % от сырой биомассы) регистрируется 
у H. pluvialis при культивировании водоросли в стрессовых условиях, таких как свет высокой 
интенсивности [3], добавление NaCl или этанола в питательную среду [7, 13], дефицит макроэле-
ментов (N + P) в питательной среде [3, 4]. Биотехнологические компании имеют в своих альголо-
гических коллекциях штаммы H. рluvialis – продуценты астаксантина. В Республике Беларусь 
также имеется коллекция водорослей, которая находится в Институте биофизики и клеточной 
инженерии НАН Беларуси. Коллекция содержит H. pluvialis, штамм IBCE H-17 [14]. Указанный 
штамм гематококка в качестве продуцента астаксантина практически не изучен. 

Цель работы – изучить пигментный состав клеток H. pluvialis (штамм IBCE H-17) при куль-
тивировании водоросли в условиях стресса, создаваемого дефицитом биогенных элементов  
(N, К + P), для получения биомассы, обогащенной астаксантином. 

Объекты и методы исследования. В работе использовали водоросль H. pluvialis (штамм 
IBCE H-17) из альгологической коллекции Института биофизики и клеточной инженерии НАН Бе- 
ларуси [14]. Посевной материал водоросли готовили, как описано в статье [15], и выращивали на 
среде Рудика при освещении люминесцентными лампами Philips TD-36/765, освещенности 2000 лк 
и режиме 14 ч света – 10 ч темноты при температуре 23 ± 2 °С в световом периоде. В процессе 
выращивания посевного материала суспензию водоросли продували воздухом с помощью ком-
прессора для аквариумов (HAILEA – ACO-09903), подающего 4,2 л воздуха в минуту. Через 4 сут 
культивирования клетки гематококка осаждали путем центрифугирования, промывали дистил-
лированной водой, после чего использовали в опыте. Для этого клеточную массу ресуспендиро-
вали в среде Рудика (контроль) либо в среде Рудика, дефицитной по N или К + Р (опыт), доводя 
содержание клеток до 1,8·105 в 1 мл. Для приготовления дефицитной по N среды из нее исключа-
ли NaNO3. Для приготовления питательной среды, дефицитной по К + Р, из среды Рудика исклю-
чали K2HPO4 и KH2PO4. Суспензию гематококка культивировали в указанном выше режиме без 
барботажа, перемешивая вручную через каждые 2 ч в световом периоде. Пробы для анализа от-
бирали на 9-е и 18-е сутки культивирования.
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Содержание хлорофилла (a + b) и каротиноидов в образцах оценивали с помощью высокоэф-
фективного жидкостного хроматографа (Shimadzu Prominence LC 20, Япония) с колонкой Nucleo-
dur C18 Gravity (тип С18, размер частиц 3 мкм, длина 15 см) фирмы Macherey–Nagel (Германия). 
Экстракцию фотосинтетических пигментов из клеток водоросли осуществляли с помощью ще-
лочного ацетона (100 % ацетона + 0,4 % водного NH3 в соотношении 9:1 по объему), как описано 
в работе [15]. Для разделения пигментов в хроматографической колонке использовали растворы 
А (90 % ацетонитрила, 9,9 % Н2О, 0,1 % триэтиламина) и В (100 % этилацетата), скорость потока 
которых, согласно описанной в работе [16] программе, была 0,5 мл/мин. Объем инъекции состав-
лял 20 мкл. Пигменты регистрировали спектрофотометрическим детектором с диодной матри-
цей Shimadzu SPD-M20A (Япония) в диапазоне 200–800 нм. Для визуализации профиля хрома-
тограммы выделяли спектр поглощения при 440 нм. Для количественного определения пигмен-
тов использовали площади пиков хроматограммы. Расчет содержания пигментов производили 
по формуле

Спигм = S440FпигмV/Vинъекцm,

где Спигм – содержание пигмента, мкг/г сухой массы; S440 – площадь пика поглощения при 440 нм; 
Fпигм – фактор (коэффициент) для расчета, полученный исходя из стандартов разделяемых ве-
ществ; V – объем супернатанта; Vинъекц – объем инъекции; m – масса навески, г.

Количество астаксантина в клетках гематококка определяли также с помощью хроматогра-
фии высокого давления. Для этого клетки гематококка осаждали при 12 000 g в течение 10 мин. 
Осадок ресуспендировали в 0,5 мл 4 н HCl. Полученную суспензию нагревали при 70 °С в тече-
ние 5 мин, после чего центрифугировали при указанных выше условиях, а затем дважды промы-
вали осадок 2 мл дистиллированной воды, чтобы удалить остатки кислоты. После каждой про-
мывки суспензию центрифугировали при 12 000 g в течение 10 мин. Для извлечения пигментов 
промытый осадок ресуспендировали в 0,5 мл метанола, встряхивали в течение 30 мин на шейке-
ре и центрифугировали при 12 000 g в течение 10 мин. Процедуру экстрагирования пигментов  
в 0,5 мл метанол повторяли еще раз. Для разрушения эфирных связей к 1,0 мл суммарного экс-
тракта добавляли 20 мкл 1 М KOH и оставляли в темноте на 6 ч при комнатной температуре. 
Полученный экстракт использовали для проведения хроматографии. Объем инъекции составлял 
20 мкл. Разделение пигментов в колонке производили так же, как описано выше для хлорофилла 
и каротиноидов. Пигменты регистрировали детектором с диодной матрицей по спектрам погло-
щения в диапазоне 200–800 нм. Для визуализации профиля хроматограммы выделяли спектр 
поглощения при 475 нм. Площадь под пиком 475 нм хроматограммы использовали для количе-
ственного определения пигментов.

Количество клеток в суспензии водоросли оценивали при помощи камеры Горяева, используя 
микроскоп Nikon Eclipse TS100 с камерой Nikon DS-Fi2 (Япония), и построенной калибровочной 
кривой, как это описано в работе [15]. 

В работе приведены средние арифметические значения и их стандартные ошибки, получен-
ные в ходе трех независимых опытов. 

Результаты и их обсуждение. Изменение пигментного состава клеток гематококка в опыт-
ных вариантах, особенно на дефицитной по N среде, становилось визуально заметным уже на 
3-и сутки культивирования. На это указывало появление розово-красного оттенка окрашенной  
в зеленый цвет суспензии водоросли, что свидетельствовало об активации каротиногенеза. К 9-м 
суткам выращивания суспензия водоросли в контроле оставалась зеленой, но имела слегка розо-
во-красный оттенок, который при дефиците K + P был более выражен, а при дефиците N суспен-
зия приобретала отчетливый розово-красный цвет. К 18-м суткам культивирования суспензия 
гематококка контрольного и опытного вариантов (дефицит K + P) становилась оранжево-крас-
ной, а суспензия водоросли, культивируемой на дефицитной по N среде, имела насыщенный ро-
зово-красный цвет.

Количественный анализ пигментного состава показал, что содержание хлорофилла (а + b)  
в клетках гематококка при дефиците N снижалось и через 9 и 18 сут культивирования составило 
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79 и 40 % соответственно по сравнению с контролем. Напротив, количество хлорофилла (а + b)  
в клетках водоросли, выращиваемой в течение 18 сут в дефицитной по К + Р среде, достоверно 
не отличалось от контроля (рис. 1).

Выявленное снижение уровня хлорофилловых пигментов в клетках гематококка при культи-
вировании в питательной среде, дефицитной по азоту, вполне объяснимо. Азот необходим для 
синтеза структурных белков фотосинтетического аппарата и ферментов, участвующих в био-
синтезе хлорофилла, a в виде пиррола является неотъемлемой частью молекулы хлорофилла. 
Поэтому закономерно, что дефицит N в питательной среде приводит к снижению количества 
хлорофилла. Однако факт отсутствия снижения уровня хлорофилла (а + b) в клетках гематокок-
ка при выращивании в среде, дефицитной по важным для растительной клетки биогенным эле-
ментам – К + Р, заслуживает особого внимания. Аналогичная картина наблюдалась нами ранее  
в опытах с зеленой водорослью Dunaliella salina [17]. Так, установлено, что при выращивании 
дуналиеллы в течение 1 мес. на среде, дефицитной по К + Р, содержание хлорофилла (а + b) в ее 
клетках не снижалось, а превышало контрольные значения на 30 % и только при более длитель-
ном культивировании (в течение 2 мес.) фиксировалось резкое снижение количества хлорофил-
ловых пигментов. Известно, что содержание калия в клетках растений существенно выше, чем 
других катионов, а фосфор запасается в растительных организмах в виде неорганических и орга-
нических фосфатов, поэтому клетки относительно длительное время не испытывают недостатка 
в этих биогенах [18]. Можно предположить, что создаваемый в наших опытах дефицит калия  
и фосфора, а также продолжительность культивирования гематококка не были критичными для 
процесса биосинтеза хлорофилла, а при более длительном выращивании водоросли на дефицитной 
по К + Р среде могло бы быть зарегистрировано и снижение количества хлорофилла (а + b). 

Анализ каротиноидного комплекса позволил установить, что в варианте с использованием 
питательной среды, дефицитной по калию и фосфору, содержание астаксантина и β-каротина  
в 9-суточной культуре было близким к контролю, однако через 18 сут культивирования в таких 
условиях количество этих пигментов превысило контрольные значения в 2,2 и 2,4 раза соответ-
ственно (табл. 1, рис. 2). Содержание неоксантина и лютеина в клетках гематококка через 18 сут 
выращивания находилось на уровне контроля, а количество антераксантина, зеаксантина и вио-
лаксантина превышало контрольные значения в 2,0; 1,5 и 1,3 раза соответственно.

При культивировании на питательной среде, дефицитной по азоту, клетки гематококка на- 
капливали преимущественно астаксантин. Так, в 9-суточной суспензии его уровень составил 
120 отн. ед/мл, а к 18-м суткам выращивания – почти 520 отн. ед/мл (рис. 2). β-Каротин при  

Рис. 1. Содержание хлорофилла (а + b) в клетках гематококка при культивировании  
в течение 9 и 18 сут в полной питательной среде Рудика (контроль), в среде Рудика,  

дефицитной по азоту (–N), а также по калию совместно с фосфором (–(K + P))

Fig. 1. Chlorophyll (а + b) content in haematococcus cells cultivated for 9 and 18 days in complete Rudic  
culture medium (control) and in Rudic media deficient in nitrogen (–N) and potassium and phosphorus (–(K + P))
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дефиците азота накапливался в меньшей степени, его уровень в 9-дневной культуре превышал 
контрольные значения в 1,2 раза, а через 18 сут культивирования – в 1,6 раза (см. табл. 1). 
Содержание других каротиноидов в клетках гематококка, культивируемых на дефицитной по 
азоту питательной среде, было ниже контроля. В частности, количество неоксантина, лютеина, 
антераксантина, зеаксантина и виолаксантина через 18 сут культивирования составило 68, 71, 59, 
82 и 70 % от контроля. 

Т а б л и ц а  1. Содержание каротиноидов (мкг/мл суспензии) в клетках гематококка при культивировании  
в течение 9 и 18 сут на полной питательной среде Рудика (контроль), а также на среде Рудика,  

дефицитной по N и K + P

T a b l e  1. The content of carotenoids (μg/ml suspension) in haematococcus cells cultivated for 9 and 18 days  
in complete Rudic culture medium (control) and in Rudic media deficient in N and K + P

Каротиноиды
9 сут 18 cут

Контроль –N –(K + P) Контроль –N –(K + P)

Неоксантин 23,3 ± 1,6
(100)

15,6 ± 0,9
(67)

26,0 ± 1,7
(112)

22,4 ± 2,8
(100)

15,3 ± 1,2
(68)

27,0 ± 1,4
(121)

Виолаксантин 14,6 ± 1,5
(100)

8,6 ± 0,8
(59)

10,6 ± 0,9
(73)

14,8 ± 1,8
(100)

8,0 ± 0,4
(54)

19,0 ± 1,3
(128)

Антераксантин 16,2 ± 1,5
(100)

7,2 ± 0,6
(44)

9,0 ± 0,5
(56)

10,5 ± 2,1
(100)

6,2 ± 0,8
(59)

20,6 ± 1,7
(196)

Лютеин 38,1 ± 3,8
(100)

29,0 ± 1,3
(76)

31,6 ± 2,6
(83)

39,0 ± 4,1
(100)

27,7 ± 2,4
(71)

40,3 ± 3,3
(103)

Зеаксантин 33,9 ± 3,1
(100)

20,5 ± 2,2
(60)

19,9 ± 1,5
(59)

23,8 ± 2,7
(100)

19,6 ± 2,0
(82)

35,4 ± 4,1
(149)

β-Каротин 20,1 ± 2,5
(100)

23,7 ± 1,4
(118)

24,5 ± 1,8
(122)

20,0 ± 1,6
(100)

32,7 ± 3,0
(164)

65,2 ± 5,5
(325)

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2 скобках указан % к контролю. 

Сопоставительный анализ пигментного состава клеток гематококка, культивируемых на де-
фицитной по калию и фосфору питательной среде, показывает, что каротиногенез в таких усло-
виях протекает на фоне высокого уровня хлорофилловых пигментов. В целом каротиногенез (если 
оценивать по накоплению астаксантина) для 16-дневной культуры в клетках гематококка при 

Рис. 2. Содержание астаксантина в клетках гематококка при культивировании в течение 9 и 18 сут  
на полной питательной среде Рудика и на среде Рудика, дефицитной по N либо по K + P

Fig. 2. Astaxanthin content in haematococcus cells cultivated for 9 and 18 days in complete Rudic culture medium  
and in Rudic media deficient in nitrogen (–N) or potassium and phosphorus (–(K + P)) 
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использовании питательной среды, дефицитной по N и К + Р, был в 3,9 и 2,5 раза более эффек-
тивным по сравнению с контролем и в 1,73 раза более эффективным при дефиците азота, чем 
при использовании среды, дефицитной по К + Р.

Использование дефицитных по N и K + P сред приводило к снижению количества клеток  
в суспензии (табл. 2). В частности, если количество клеток в опытном варианте принять за 100 %, 
то при дефиците N и K + P эти значения в 9-суточной культуре составят 90 и 93 % соответствен-
но. К 18-м суткам выращивания количество клеток при всех изученных вариантах снижалось, 
однако отмеченное выше соотношение между контролем и опытными вариантами сохранялось. 
Таким образом, если накопление астаксантина рассчитывать с учетом количества клеток, то от-
меченная выше эффективность каротиногенеаза изменяется, но не столь существенно. Так, ко-
личество астаксантина в клетках гематококка при дефиците азота превышало контрольное зна-
чение в 4,3 раза, при использовании дефицитной по К + Р среды – в 1,8 раза.

Т а б л и ц а 2. Количество клеток в суспензии гематококка при культивировании в течение 9 и 18 сут  
на полной питательной среде Рудика и на среде Рудика, дефицитной по N либо K + P 

T a b l e 2. Number of cells in haematococcus suspension cultivated for 9 and 18 days  
in complete Rudic culture medium and in Rudic media deficient in N or K + P

Вариант
К-во клеток, тыс/мл суспензии

9 сут культивир. 18 сут культивир.

Контроль 243 ± 21 (100) 225 ± 25 (100)
–N 219 ± 18 (90) 203 ± 19 (90)
–(K + P) 226 ± 20 (93) 209 ± 21 (93)

                         
Заключение. Таким образом, установлено, что при выращивании гематококка на среде, де-

фицитной по азоту, каротиногенез протекал на фоне снижающегося количества хлорофилла 
(a + b). К 18-м суткам культивирования в клетках водоросли в таких условиях накапливался пре-
имущественно кетокаротиноид астаксантин, в меньшей степени – β-каротин. Содержание люте-
ина, антераксантина, зеаксантина и виолаксантина в клетках гематококка, выращиваемого на 
дефицитной по азоту среде, было ниже контроля (полная питательная среда), а количество неок-
сантина практически не отличалось от контрольных значений. При использовании питательной 
среды, дефицитной по калию и фосфору, к 18-м суткам культивирования в клетках гематококка 
накапливались в основном астаксантин и β-каротин. Далее по уровню накопления, превышаю-
щему контроль, по убывающей следовали антераксантин, зеаксантин и виолаксантин, а количе-
ство неоксантина и лютеина в клетках гематококка находилось на уровне контроля. Показано, 
что каротиногенез в таких условиях протекал на фоне высокого уровня хлорофилловых пигмен-
тов. В целом, если оценивать каротиногенез по накоплению астаксантина в клетках гематококка, 
то более эффективным (в 1,7 раза) он был при культивировании водоросли на питательной среде, 
дефицитной по азоту, чем на среде, дефицитной по К + Р. 
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