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В клетках зелёной водоросли гематококка 
(Haematococcus pluvialis) содержится каротино-
ид астаксантин, широко используемый в каче-
стве биологически активной добавки в пищу, в 
косметологии, в фармацевтике, а также в каче-
стве кормовой добавки для сельскохозяйствен-
ных животных.

При действии стрессовых факторов в клет-
ках H. pluvialis может накапливаться значитель-
ное количество этого соединения в основном в 
этерифицированной форме [1, 2]. Такая реак-
ция может быть индуцирована светом высокой 
интенсивности (фотоокислительный стресс), 
ультрафиолетом, дефицитом или избытком 

биогенов, засолением среды [3]. Аккумулиро-
вание астаксантина происходило под действи-
ем высоких концентраций Co2, что приводи-
ло к увеличению отношения C/N, и, как след-
ствие, воспринималось как дефицит азота [4]. 
При добавлении в среду культивирования аце-
тата натрия и ионов двухвалентного железа так-
же показано увеличение содержания данного 
каротиноида и активация экспрессии ключевых 
генов пути его биосинтеза [5‒8]. Добавление в 
среду культивирования хлорида натрия, вызы-
вающего солевой стресс, может индуцировать  
повышенное образование астаксантина [9]. В 
клетках H. pluvialis может содержаться до 3–5% 
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этого вещества в пересчёте на сухой вес [10], 
что делает эту водоросль одним из наиболее 
перспективных источников данного пигмен-
та. Величина и динамика ответа на действие 
стрессора во многих случаях могут существен-
но зависеть от используемого штамма, а так-
же от времени воздействия и базового состава 
среды культивирования. К� сожалению, в боль-
шинстве работ, посвящённых этой теме, вни-
мание исследователей направлено на изучение 
общего содержания астаксантина [4, 6, 11], что 
не позволяет судить о содержании и функциях 
его моно- и диэфиров. Таким образом, актуаль-
ной задачей является  оценка содержания этого 
каротиноида в первую очередь в форме моно- 
и диэфиров, и фотосинтетических пигментов в 
клетках H. pluvialis штамма IBCE-H17 при про-
должительном культивировании и одновремен-
ном действии нескольких индукторов накопле-
ния астаксантина. 

уСЛОВИЯ ЭКСПеРИМеНТА

Объектом исследований служила альгологи-
чески чистая культура одноклеточной зелёной 
жгутиковой водоросли H.  pluvialis, штамм IBCE 
H-17, из коллекции водорослей Института био-
физики и клеточной инженерии НАН Беларуси. 
К�ультуру пересевали с агаризованной среды BBM 
на жидкую среду Рудика и подращивали 4‒5 сут 
на свету нормальной интенсивности (освещён-
ность 1500 лк) в режиме 14 ч света – 10 ч темно-
ты при температуре в световом периоде 23±2 °С.  
Далее клетки культивировали в стрессовых усло-
виях в течение 20 сут при освещённости повер-
хности суспензии 9000 лк. Образец, в котором 
клетки находились в стандартной среде Рудика 
без дополнительных добавок, служил контролем. 
К� остальным образцам при культивировании  

добавляли: 1 г/л ацетата натрия (Ацетат 1), 2 г/л 
ацетата натрия (Ацетат 2); 2 г/л ацетата натрия и 
50 мМ FeSo4 (Ацетат 2 + Fe), 1 г/л ацетата натрия 
и 100 мМ NaCl (Ацетат 1 + NaCl).

Число клеток в единице объёма суспензии под-
считывали с помощью камеры Горяева и светово-
го микроскопа Eclipse TS100 (Nikon, Япония). Со-
держание пигментов в клетках гематококка опре-
деляли методом ВЭжХ с помощью хроматографа 
высокого давления Prominence LC 20 (Shimadzu, 
Япония) согласно [5, 9], не проводя предваритель-
ную сапонификацию астаксантина, и перерасчи-
тывали на число клеток. Содержание астаксан-
тина расчитывали по калибровке, построенной с 
использованием препарата с известной концен-
трацией. жирные кислоты в составе моноэфиров 
астаксантина идентифицировали при помощи ме-
тода ВЭжХ-МС как описано в [13].

РезуЛьТАТЫ И ОБСужДеНИе

Для определения содержания астаксанти-
на и его эфиров использовали клетки, подвергну-
тые действию избыточного освещения в течение  
20 сут, которые служили контролем. При культиви-
ровании опытных образцов в состав среды добав-
ляли ацетат или хлорид натрия, или сульфат же-
леза. Результаты определения содержания астак-
сантина, в том числе в форме моно- и диэфиров, 
методом ВЭжХ в метанольных экстрактах кле-
ток, представленные на рис. 1, показывают суще-
ственное увеличение накопления как моно-, так и 
диэфиров астаксантина при совместном действии 
света высокой интенсивности и ацетата натрия по 
сравнению с контролем (только светом). Преиму-
щественно накапливались моноэфиры, содержав-
шие остатки следующих жирных кислот (по убы-
ванию содержания): олеиновая, линолевая, лино-
леновая, гексадекатриеновая. Интересно, что по 

Рис. 1. Содержание моноэфиров астаксантина (a), а также свободного астаксантина и его диэфиров (b) в клетках  
H. pluvialis на 20 сут. культивирования в стрессовых условиях. Моноэфиры: 16:3 ‒ гексадекатриеновой, 18:3 ‒ лино-
леновой, 18:2 ‒ линолевой, 18:1 ‒ олеиновой кислот.

Fig. 1. The content of astaxanthin monoesters (a), and free astaxanthin and its diesters (b) in H. pluvialis cells on the 20th day 
of cultivation under stress conditions. Monoesters of 16:3 ‒ hexadecatrienoic, 18:3 ‒ linolenic, 18:2 ‒ linoleic, 18:1 ‒ oleic acid.
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сравнению с 1 г/л ацетата натрия использование 
2 г/л этой соли приводило к заметному увеличе-
нию содержания эфира только олеиновой кисло-
ты (имеющей наименьшее число двойных связей 
из всех четырёх кислот). Содержание свободно-
го (неэтерифицированного) астаксантина при сов-
местном действии света высокой интенсивности и 
ацетата натрия в клетках H. pluvialis также увели-
чивалось, однако не так выражено, как для моно-
эфиров, что приводило к уменьшению доли сво-
бодного астаксантина в опытных вариантах по 
сравнению с контролем. Схожая картина была по-
лучена для диэфиров этого каротиноида. Добавле-
ние NaCl в целом не оказывало заметного влияния 
на содержание астаксантина.

Следует отметить негативное влияние на со-
держание астаксантина внесение в среду культи-
вирования ионов двухвалентного железа. В этом 
случае увеличение содержания по сравнению с 
контролем зарегистрировано лишь для моноэфи-
ров, и оно оказывалось ниже значений для дру-
гих опытных образцов. Возможно, причина нега-
тивного действия Fe2+ связана с усилением нако-
пления активных форм кислорода (АФК�) за счёт 
реакции Фентона, в которой участвуют ионы Fe2+ 
[14, 15], на фоне действия света высокой интен-
сивности, это приводит к нарушению синтеза 
пигментов в целом. 

Учитывая то, что основным местом генера-
ции АФК� [14, 15], а также основной их мишенью 
в высших растениях и фотосинтезирующих во-
дорослях при воздействии света высокой интен-
сивности является фотосинтетический аппарат, 
важно проанализировать содержание фотосинте-

тических пигментов в таких условиях. Вероят-
но, накопление астаксантина и образование цист  
H.  pluvialis при этом обусловлены попыткой со-
хранения фотосинтетического аппарата клеток 
водоросли, что бы их нормальное функциони-
рование было возможно после снятия действия 
стрессора. Результаты проведённого нами анали-
за приведены на рис. 2.

Содержание хлорофиллов a и b снижалось в 
вариантах Ацетат 1, Ацетат 2 и Ацетат 2 + Fe на 
16–52% и 31–56% соответственно. Схожий эф-
фект показан для лютеина. Снижение его содер-
жания под действием ацетата натрия может быть 
обусловлено конкуренцией путей синтеза астак-
сантина и лютеина из одного исходного предше-
ственника ‒ ликопина. Полученные данные соот-
ветствуют литературным сведениям о снижении 
содержания хлорофилла в условиях индукции на-
копления астаксантина [1, 7, 11]. При этом наи-
меньшие значения содержания хлорофиллов и 
лютеина получены при добавлении в среду куль-
тивирования двухвалентного железа и ацетата на-
трия. Это согласуется с высказанным выше пред-
положением о нарушении синтеза пигментов, 
вызванном совокупным деструктивным действи-
ем АФК�, которые генерируются под действием 
двух факторов. Добавление хлорида натрия в сре-
ду культивирования с ацетатом натрия позволяло 
нормализовать содержание фотосинтетических 
пигментов относительно контрольных значений.

Снижение содержания хлорофиллов на фоне 
накопления эфиров астаксантина при совместном 
действии света высокой интенсивности и ацетата 
натрия по сравнению с контролем, по-видимому,  

Рис. 2. Содержание хлорофиллов (a) и каротиноидов (b) в клетках H. pluvialis на 20-е сутки культивирования в стрес-
совых условиях.

Fig. 2. The contents of chlorophylls (a) and carotenoids (b) in H.  pluvialis cells on the 20th day of cultivation under stress 
conditions.
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свидетельствует о действии самого ацетата на-
трия как субстрата питания ввиду отсутствия та-
кого эффекта при добавлении NaCl. Что касает-
ся защитного действия астаксантина, то, с одной 
стороны, содержание хлорофилла как правило па-
дает в условиях действия индукторов накопления 
астаксантина [1, 7, 11], а с другой стороны, он мо-
жет защищать хлорофилл при действии света вы-
сокой интенсивности как минимум двумя способа-
ми: экранируя свет и нейтрализуя образующиеся 
АФК�. В пользу защитного эффекта астаксанти-
на свидетельствуют также данные о гибели кле-
ток при ингибировании синтеза астаксантина [16]. 
Возможно, отсутствие корреляции между содер-
жанием хлорофилла и астаксантина при продол-
жительном действии индукторов его накопления 
в наших опытах связано с избыточным накопле-
нием последнего на поздних этапах воздействия, 
когда часть хлорофилла уже разрушена, и различ-
ной величиной такого избыточного накопления 
под действием разных факторов и их комбинаций.

Приведённые результаты показывают неэф-
фективность одновременного внесения в среду 
культивирования нескольких индукторов накопле-
ния астаксантина, вызывающих солевой стресс 
и накопление АФК� (ацетат натрия + двухвален-
тное железо, ацетат натрия + хлорид натрия) на 
фоне действия света высокой интенсивности для 
штамма IBCE-H17 по сравнению с комбинацией 
(свет+ацетат натрия), если рассматривать только 
содержание свободного астаксантина и его эфи-
ров. С другой стороны, комбинация (свет + ацетат 
натрия + хлорид натрия) оказывается эффектив-
ной с точки зрения возможности получения био-
массы, богатой как астаксантином, так и фотосин-
тетическими пигментами. Полученные данные 
могут быть использованы в биотехнологическом 
процессе получения биомассы гематококка, обога-
щённой хозяйственно ценными соединениями.
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Abstract–The content of astaxanthin, including its mono- and diesters, and photosynthetic pigments, has 
been analyzed in cells of H. pluvialis strain IBCE-H17 under the combined prolonged action of several 
inducers of astaxanthin accumulation. The effective induction of the astaxanthin accumulation, mainly 
in the form of monoesters of fatty acids, was shown after a 20-day cultivation under high-intensity light 
and with the addition of 1–2 g/l of sodium acetate to the culture medium. A simultaneous decrease in the 
content of chlorophylls and lutein in the H. pluvialis cells was observed under these conditions. The use 
of sodium acetate in combination with sodium chloride did not lead to noticeable changes in the content 
of astaxanthin compared with the use of sodium acetate alone. The obtained data can be helpful in the 
biotechnological production of Haematococcus biomass enriched with economically valuable compounds.

Key words: astaxanthin, Haematococcus pluvialis, pigments, sodium acetate, sodium chloride, high-
intensity light.
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