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Микроводоросль Haematococcus pluvialis (H. pluvialis) является 

источником каротиноида астаксантина. Накопление этого пигмента в клетках 

водоросли происходит при попадании их в неблагоприятные для роста условия: 

свет высокой интенсивности, дефицит элементов минерального питания, 

высокая температура и др. [2–4]. В таких условиях клетки H. pluvialis переходят 

в состояние цисты, формирование которой сопровождается редукцией 

фотосинтетического аппарата, утолщением клеточной стенки и появлением в 

цитоплазме липидных включений, содержащих астаксантин в форме эфиров с 

жирными кислотами. 

H. pluvialis культивируют в промышленных условиях с целью получить 

природный астаксантин, активность которого выше синтезированных аналогов. 

Полученный из водоросли пигмент используют в качестве биологически 

активных и кормовых добавок, лекарственных препаратов, в косметологии. 

При культивировании H. pluvialis возникает ряд трудностей, включающих 

низкий выход пигмента, низкую скорость роста, неустойчивость 

существующих штаммов к контаминациям [3, 5]. В связи с этим усилия ученых 

направлены на получение новых штаммов и исследование возможности 

увеличить количество накапливаемого астаксантина, создавая условия с 

разными комбинациями и интенсивностью стрессовых факторов [2, 3, 6, 7, 9, 

10].  

В ряде работ показано, что свет высокой интенсивности в сочетании с 

азотным голоданием вызывают существенное увеличение содержания 

астаксантина в клетках H. pluvialis [2, 10]. Однако во всех подобных 

исследованиях азотное голодание инициировали на стадии активного роста 

культуры, что приводило к полному прекращению деления клеток и, 

соответственно, увеличения биомассы водоросли [2, 10]. Существенно более 

эффективной с точки зрения выхода астаксантина является схема индукции 

каротиногенеза, состоящая из двух стадий. На первой стадии (стадия активного 

роста) добиваются максимального прироста биомассы водоросли при 

нормальных условиях культивирования с последующим переходом клеток в 

неподвижное состояние. На второй стадии (стадия покоя) выносят полученную 

культуру на свет высокой интенсивности для индукции накопления 

астаксантина в клетках водоросли. В данной работе в дополнение к действию 
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света высокой интенсивности на второй стадии мы инициировали азотную 

недостаточность. 

В работе использовали альгологически чистую культуру одноклеточной 

зеленой жгутиковой водоросли H. pluvialis, штамм IBCE H-17, из коллекции 

водорослей Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси [1]. 

Клетки гематококка, взятые из альгологической коллекции, стерильно 

пересевали на чашки Петри с агаризованной питательной средой ВВМ [8], 

подращивали на свету в течение 7–10 сут при температуре 23 ± 2 °С, после чего 

смывали с чашек Петри стерильной средой Рудика [7] и выращивали в 

накопительном режиме при освещении светом люминесцентных ламп Philips 

TD-36/765, освещенности 1500 лк и режиме 14 ч света – 10 ч темноты при 

температуре в световом периоде 23 ± 2 °С. Через 7 сут выращивания суспензию 

гематококка, содержащую около 80 % неподвижных клеток, использовали в 

экспериментах. При этом часть клеток переводили на свежую среду Рудика, 

другую – на среду Рудика без азота и культивировали оба варианта при 

нормальном освещении (1500 лк) и освещении высокой интенсивности (10000 

лк). При постановке эксперимента и через 21 сутки культивирования 

определяли количество клеток в суспензии, их размер и содержание 

астаксантина. Количество клеток в культуре водоросли оценивали при помощи 

камеры Горяева. Диаметр клеток гематококка определяли с помощью 

микроскопа Nikon Eclipse TS100 с камерой Nikon DS-Fi2, используя 

программное обеспечение NIS-Elements Advanced Solutions v. 4.40 (Nikon, 

Япония). Количество астаксантина в клетках гематококка определяли методом 

ВЭЖХ с помощью хроматографа высокого давления Shimadzu Prominence LC 

20 (Япония) с хроматографической колонкой Nucleodur C18 Gravity (тип С18, 

размер частиц 3 мкм, длина 15 см) фирмы Macherey-Nagel (Германия) и 

спектрофотометрического детектора с диодной матрицей Shimadzu SPD-M20A 

(Япония). 

Установлено, что через 21 сутки эксперимента количество клеток в 

суспензии снижалось во всех вариантах. Более значительное снижение 

отмечено в вариантах на полной среде Рудика вне зависимости от 

интенсивности освещения (рис. 1). В этих же вариантах наблюдали увеличение 

диаметра клеток, что является признаком стрессового состояния клеток 

водоросли [5]. В вариантах на среде Рудика без азота количество клеток 

несколько снижалось, но диаметр не изменялся, по сравнению с начальным 

значением. 

В исходной культуре (начало эксперимента) были зарегистрированы 

следовые количества астаксантина. Однако после 21 суток культивирования в 

вариантах на полной среде Рудика как на ярком свету, так и при нормальном 

освещении выявлено значительное накопление астаксантина в клетках H. pluvialis 

(рис. 2). В вариантах опыта, полностью лишенных азота, содержание астаксантина 
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было существенно ниже (более чем в 5 раз) по сравнению с вариантами на полной 

среде Рудика независимо от интенсивности освещения. 

 

 
Рисунок 1 – Количество (а) и диаметр (б) клеток H. pluvialis в начале (1) и через 

21 сутки (2–5) эксперимента на полной среде Рудика (1, 2, 4) 

и среде Рудика без азота (3, 5) при освещенности 1500 лк (2, 3) и 10000 лк (4, 5) 
 

 

 
 

Рисунок 2 – Количество астаксантина в клетках H. pluvialis через 21 сутки 

эксперимента на полной среде Рудика (2, 4) и среде Рудика без азота (3, 5), 

при освещенности 1500 лк (2, 3) и 10000 лк (4, 5) 

 

Таким образом, азотная недостаточность, инициированная на стадии покоя 

H. pluvialis, не является эффективным стрессовым фактором в сочетании со 

светом высокой интенсивности для индукции астаксантина в клетках водоросли. 

При этом важно отметить, что количества астаксантина в клетках H. pluvialis 
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при отсутствии азота были ниже, чем в вариантах с использованием полной 

среды Рудика независимо от интенсивности освещения. Этот факт указывает на 

необходимость наличия некоторого количества азота в среде для 

функционирования системы синтеза астаксантина, что подтверждается 

литературными данными [9]. 
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