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Предложен новый вариант методики определения содержания астаксантина и кантаксантина в биомас-
се зелёных микроводорослей-продуцентов кетокаротиноидов с использованием последовательной од-
номерной тонкослойной хроматографии на пластинах ПТСХ-АФ-А в двух системах растворителей.  
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В скрининговых исследованиях по выявлению новых перспективных продуцен-
тов астаксантина (АСТ) и кантаксантина (КАН) – кетокаротиноидов (ККР), успешно 
применяемых в аквакультуре, медицине, пищевой и косметической промышленности [6, 
14. 27], – важнейшее значение имеет корректное определение их содержания  в полу-
чаемой биомассе. Явление вторичного каротиногенеза отмечено в экстремальных усло-
виях у многих видов зелёных микроводорослей [3, 12, 17, 20, 25, 31, 32], которые, благо-
даря способности к быстрому росту, могут составить альтернативу известному промыш-
ленному продуценту АСТ Haematococcus pluvialis. Если у последнего преобладает путь 
синтеза АСТ с практически полным превращением интермедиатов в конечный продукт 
(эфиры АСТ) [15, 24], то пигментный состав представителей других порядков Chloro-
phyceae из-за функционирования сразу нескольких биосинтетических путей представлен 
сложной смесью метаболических предшественников АСТ (адониксантин, адонирубин, 
гидроксиэхиненон, эхиненон, криптоксантин и др.) [16, 23, 27, 30]. Распространённая 
методика тонкослойной хроматографии (ТСХ) (пластины «Silufol», система ацетон – гек-
сан 25 : 75 [22]), вполне приемлемая для анализа содержания вторичных каротиноидов 
(КР) у H. pluvialis [2], оказалась малоэффективной в отношении других видов водорослей 
из-за неудовлетворительного отделения фракций АСТ и КАН от вышеуказанных проме-
жуточных метаболитов.  

В данной работе предлагается более универсальный вариант методики опреде-
ления АСТ и КАН с помощью ТСХ на силикагеле, разработанный нами применительно 
к различным видам Chlorophyceae.  

Материал и методы. Для исследований использовали виды из экспериментально-
го фонда культур микроводорослей-продуцентов ККР (полученные из коллекций Киевско-
го национального университета им. Т. Г. Шевченко, Института физиологии растений РАН, 
Санкт-Петербургского государственного университета), принадлежащие к трем порядкам 
Сhlorophyceae (по [1]): Scenedesmales  – Bracteacoccus giganteus Bischoff et Bold 1963 (IBSS-
87 = ACKU 461-06), Bracteacoccus minor (Chodat) Petrova 1931 (IBSS-88 = ACKU 506-06), 
Chlorella zofingiensis Donz 1934 (IBSS-20 = CALU-190), Scenedesmus rubescens Dangeard 
1966 (IBSS-93 = ACKU 647-06), Scotiellopsis rubescens Vinatzer 1975 (IBSS-12 = IPPAS H-
350); Protosiphonales – Pseudospongiococcum protococcoides  Громов 1962 (IBSS-10 = 
CALU-221) и Volvocales – Ettlia carotinosa Komarek 1989 (IBSS-91 = ACKU 573-06), 
Haematococcus pluvialis Flotow emend. Wille 1844 (IBSS-16 = LABIK 927-1).  

20 – 50 мл культуры микроводорослей с содержанием сухого вещества 0,5 – 1,5 
г·л-1 центрифугировали (5 мин при 2 – 4 тыс. об·мин-1, в зависимости от вида водорос-
лей) и промывали осадок клеток дистиллированной водой при том же режиме центрифу-
гирования. Пробирки с сырой биомассой хранили до анализа в морозильной камере не 
более 3 – 5 дней. Пигменты экстрагировали 100% ацетоном с ионолом (0,01%), растирая 
биомассу в фарфоровых ступках с кварцевым песком (в вытяжном шкафу при рассеян-
ном свете) или размалывая в вибрационной мельнице Retsch ММ 301
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 (троекратно по 3 мин при частоте 25 Гц). Объединённые после центрифугирования (5 
мин при 4000 об·мин-1) порции экстракта упаривали под вакуумом при 30 – 40 °С, подсу-
шивали в токе N2 и перерастворяли в 0,5 – 1,0 мл ацетона. Полученные пробы использо-
вали в методических работах по оптимизации хроматографического разделения и иден-
тификации фракций АСТ и КАН у исследуемых  видов. 

Хроматографические пластины («Silufol» UV-254, «Sorbfil» ПТСХ-АФ-А и ПТСХ-
АФ-В) перед анализом активировали в сушильном шкафу (30 мин при 100° С). Cистемы 
растворителей готовили из свежеперегнанных реактивов марок чда, хч. Были апробиро-
ваны методики, рекомендованные различными авторами для отдельных видов-продуцентов 
ККР [4, 23, 27, 31, 32], основанные на однократной разгонке проб (в системах ацетон – гек-
сан; этилацетат – бензол и др.) или двухкратной последовательной ТСХ в неполярных и по-
лярных системах на пластинах «Silufol» и «Sorbfil». Ни один из вариантов не дал удовлетво-
рительного разделения фракций. С целью оптимизации методики нами были испытаны дру-
гие варианты систем растворителей на основе гексана, бензола, ацетона. 

 Первичную оценку состава КР микроводорослей проводили путем сравнения 
хроматограмм их экстрактов с хроматограммами экстрактов зрелых апланоспор H. plu-
vialis и по совместной хроматографии со стандартами. Стандарт КАН получали из цист 
Artemia sp., свободного АСТ – из апланоспор H. pluvialis путем омыления эфиров АСТ [28], 
а также из мышц Salmon salar; моно- и диэфиров АСТ – из зрелых апланоспор H. pluvialis. 
Дальнейшую идентификацию фракций, сходных по хроматографической подвижности с 
АСТ и КАН, осуществляли по химическим тестам на наличие кето- и гидроксогрупп и спек-
трам поглощения в различных растворителях [28], регистрируемых на приборе СФ-2000.  

Результаты и обсуждение. Наилучшее разделение КР водорослевых экстрактов 
было достигнуто при последовательной ТСХ на пластинах «Sorbfil» ПТСХ-АФ-А (10 х 20) с 
использованием собственной модификациии систем растворителей: 1) гексан-ацетон 9 : 1 
(v/v) и 2) гексан-бензол-ацетон 5 : 3,75 : 0,8 (v/v) (рис. 1). Этот вариант обладает высокой 
разрешающей способностью, позволяет нивелировать отрицательное влияние липидов 
на разделение КР, четко разграничить первичные и вторичные КР, обнаружить ряд про-
межуточных продуктов биосинтеза АСТ и отделить наиболее важные фракции ККР (мо-
но- и диэфиры АСТ и КАН). У исследованных видов при помощи этой методики выяв-
лено от 11 до 14 фракций (фр.) КР, две из которых являются первичными КР (β-каротин 
и лютеин), а остальные относятся к группе ККР, что подтверждается положительной 
качественной реакцией с боргидридом натрия (NaBH4) [10, 28]. Минорные полярные 
фракции ККР, имеющие близкие Rf, перед проведением идентификационных тестов собира-
ли с нескольких пластин, концентрировали и дополнительно разделяли в более полярных 
системах, например, этилацетат-бензол 3 : 7 (v/v) или гексан-бензол-ацетон 5 : 4 : 1,5 (v/v). 

Сравнительный анализ фр. № 3, 9, 12 и 7 и их предполагаемых стандартов (соот-
ветственно, диэфиров АСТ, моноэфиров АСТ, свободного АСТ и КАН) по хроматогра-
фической подвижности и спектральным характеристикам выявил полное совпадение 
литературным данным их Rf (0,70, 0,33, 0,135 и 0,4, соответственно) (см. рис. 1), иден-
тичность абсорбционных спектров в различных растворителях (рис. 2) и соответствие 
величин характеристических максимумов поглощения в этих спектрах (табл. 1).  

Величины гипсохромных сдвигов в спектрах фр. № 3, 9, 12 (24 – 26 нм) и фр. № 
7 (17 – 19 нм) после реакции с NaBH4 (рис. 3), указывающие на наличие в молекулах КР 
двух сопряжённых кетогрупп, соответствовали данным, полученным для АСТ [18] и 
КАН [10]. 

Анализ приведённых выше характеристик фракций № 3, 7, 9, 12  служит осно-
ванием для утверждения об отсутствии в них примесей и последующей идентификации 
как: фр. № 3 – диэфиры АСТ, фр. № 7 – КАН, фр. № 9 – моноэфиры АСТ, фр. № 12 – 
свободный АСТ. Дополнительно об этом свидетельствуют результаты реакции ацетилиро-
вания (теста на наличие гидроксо-групп [28]), которая была отрицательна для фр. № 7 и по-
ложительна для фр. № 12 (с увеличением Rf за счет образования моно- и диацетата АСТ). 
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Рисунок 1. Схема хроматограмм ацетоновых экстрактов пигментов различных видов 
Chlorophyceae: А – Сhlorella zofingiensis; Б – Scotiellopsis rubescens; В – Scenedesmus rubescens; 
Г – Bracteacoccus minor; Д – Bracteacoccus giganteus; Е – Pseudospongiococcum protococcoides; Ж 
– Ettlia carotinosa; З – Haematococcus pluvialis. 1 – β-каротин, 2, 4, 5, 6, 8,10, 11, 13  – неидентифи-
цированные (неид.) ККР, 3 – диэфиры АСТ, 7 – КАН, 9 – моноэфиры АСТ, 12 – свободный АСТ, 
14 – лютеин/зеаксантин, 15 – ХЛ а , 16 - ХЛ в. Пунктирной линией отмечены фракции в следовых 
количествах 
Figure 1. The scheme of thin-layer chromatograms of acetone-extracted pigments from different 
Chlorophyceae species: А – Сhlorella zofingiensis; Б – Scotiellopsis rubescens; В – Scenedesmus 
rubescens; Г – Bracteacoccus minor; Д – Bracteacoccus giganteus; Е – Pseudospongiococcum protococ-
coides; Ж – Ettlia carotinosa; З – Haematococcus pluvialis. 1 – β-carotene, 2 4, 5, 6, 8,10, 11, 13  – uniden-
tified ketocarotenoids (uniden. KC), 3 – astaxanthin (AST) diesters, 7 – canthaxanthin, 9 – AST mono-
esters, 12 – free AST, 14 – lutein/zeaxanthin, 15 – chlorophyll а, 16 - chlorophyll b. The fractions with 
trace amounts of pigments are indicated by a dotted line 
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Рисунок 2. Абсорбционные спектры в различных растворителях стандарта свободного ас-
таксантина (А), стандарта кантаксантина (Е) и фракций 12 (Б), 9 (В), 3 (Г), 7 (Д)  
Figure 2. Absorbtion spectra in different solvents of free astaxanthin standard (А), canthaxanthin 
standard (Е) and fractions 12 (Б), 9 (В), 3 (Г), 7 (Д)   
 
 
Таблица 1. Максимумы в абсорбционных спектрах кетокаротиноидов в различных раство-
рителях 
Table 1. Absorbtion maximums of ketocarotenoid spectra in different solvents 
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Остальные фракции ККР еще предстоит точно идентифицировать с помощью 

всего комплекса общепринятых спектроскопических, химических и хроматографических 
методов [7, 28], что на данный момент затруднено из-за отсутствия соответствующих 
стандартов. Неид. ККР фр. № 2, 4, 10, 13, судя по величине гипсохромных сдвигов (7 – 9 
нм), являются монокетокаротиноидами. Изменение абсорбционных максимумов в зави-
симости от растворителя (табл. 2), а также величины Rf (см. рис. 1), позволяют предпо-
ложить, что фр. № 2 – эхиненон; фр. № 4 – эфиры гидроксиэхиненона; фр. № 5– диэфиры 
адониксантина, фр. № 6 – эфиры адонирубина, фр. № 10 – моноэфиры адониксантина, 
фр. № 11 – свободный адонирубин, фр. № 13 – свободный адониксантин. Проверка пра-
вильности этого предположения будет выполнена в следующих наших исследованиях.  
 
Таблица 2. Максимумы в абсорбционных спектрах неидентифицированных кетокаротинои-
дов в различных растворителях 
Table 2. Absorbtion maximums of unidentified ketocarotenoid spectra in different solvents 
 

Максимумы в спектрах поглощения, нм  
Фракция гексан бензол ацетон 

Фр. № 2 459 (482) 471 (491) 461 (474) 
Фр. № 4 452-454 (475) 470 (490) 457 (481) 
Фр. № 5 459-462 476-477 465-468 
Фр. № 6 462-463 483-487 479-481 
Фр. № 10 453-454 (471) 463-466 (482-483) 455-460 (472) 
Фр. № 11 461-465 482-485 468-478 
Фр. № 13 452-454 (475) 464-467 (482-483) 454-457 (475) 
Примечание: в скобках указано плечо. 

 

Четкое разделение фракций ККР при использовании новой методики ТСХ позво-
ляет проводить анализ содержания АСТ и КАН в подготовленных пробах по следующей 
схеме. Одну аликвоту из пробы (0,05 – 0,10 мл) наносят на пластину, а другую раство-
ряют в определённом объёме 80% ацетона (5 – 10 мл) для спектрофотометрического оп-
ределения содержания суммарных КР по уравнениям [29]: [КР] = (1000 D470 – 3,27 [Хл а] 
– 104 [Хл в])/198; [Хл а] = 12,21 D663 – 2,81 D646;  [Хл в] = 20,13 D646 – 5,03 D663; где [КР], 

Рисунок 3. Изменение абсорб-
ционных спектров кетокаро-
тиноидов из зелёных микрово-
дорослей после реакции вос-
становления с NaBH4 в 95%-
ном этаноле: А – кантаксантин 
(фр. № 7), Б – свободный АСТ 
(фр. № 12), В – моноэфиры 
АСТ (фр.  № 9), Г – диэфиры 
АСТ (фр. № 3) 
Figure 3. Changes of visible light 
absorbtion spectra of green micro-
algae ketocarotenoids after reduc-
tion with NaBH4 in 95% ethanol: 
А – canthaxanthin (fraction №7), 
Б – free astaxanthin (АST) (frac-
tion №12), В – AST monoesters 
(fraction № 9), Г – AST diesters 
(fraction № 3) 
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[Хл а], [Хл в] – концентрации суммарных КР, хлорофиллов (Хл) а и в (мкг/мл) в ацето-
новом экстракте, а D470, D663 и D646 – экстинкции экстракта (ед.опт. пл.) на максимумах 
поглощения КР, Хл а и в, соответственно. Фракции АСТ и КАН элюируют 100% ацето-
ном, измеряют объемы и экстинкции элюатов в области характеристических максиму-
мов поглощения в 100% ацетоне. Для расчёта концентрации АСТ используют коэффи-
циент удельной экстинкции  2177,4 [13], КАН – 2200 [19] с последующим определением 
относительного содержания АСТ и КАН в суммарных КР (%).  

Заключение. Предлагаемый вариант ТСХ с использованием модифицирован-
ных систем растворителей обеспечивает хорошее разделение фракций вторичных КР у 
различных видов зеленых микроводорослей. Данная методика позволяет корректно ко-
личественно определять содержание АСТ и КАН в биомассе видов-продуцентов.  
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ВИЗНАЧЕННЯ ВМІСТУ АСТАКСАНТИНА І КАНТАКСАНТИНА 
 У ЗЕЛЕНИХ МІКРОВОДОРОСТЕЙ  МЕТОДОМ ТОНКОШАРОВОЇ ХРОМАТОГРАФІЇ 

 
Резюме 

 
Запропоновано новий варіант методики визначення вмісту астаксантина і кантаксантина в біомасі 
зелених мікроводоростей-продуцентів кетокаротиноїдів з використанням послідовної одномірної 
тонкошарової хроматографії на пластинах ПТСХ-АФ-А в двох системах розчинників. 
Ключові слова: мікроводорості, астаксантин, кантаксантин, тонкошарова хроматографія 
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DETERMINATION OF ASTAXANTHIN AND CANTHAXANTHIN CONTENT  
OF GREEN MICROALGAE BY THIN LAYER CHROMATOGRAPHY METHOD 

 
Summary 

 

A new method for determination of astaxanthin and canthaxanthin content in ketocarotenoid-producing 
green microalgae by sequential one-dimensional thin layer chromatography on "Sorbfil" plates ПТСХ-
АФ-А in two solvent systems has been proposed.  
Key words: microalgae, astaxanthin, canthaxanthin, thin layer chromatography 


