
66 © Н. В. Терентьева, Г. С. Минюк, И. В. Дробецкая, И. Н. Чубчикова, 2008

МОРСЬКИЙ 

ЕКОЛОГІЧНИЙ 

ЖУРНАЛ 

УДК 57.083.1:573.7:574.6 

Н. В. Терентьева, вед. инж.,  

Г. С. Минюк, канд. биол. наук, с.н.с., И. В. Дробецкая, канд. биол. наук, н.с., И. Н. Чубчикова, м.н.с. 

Институт биологии южных морей им. А.О. Ковалевского Национальной Академии наук Украины, 

Севастополь, Украина 

ОСОБЕННОСТИ ВТОРИЧНОГО КАРОТИНОГЕНЕЗА  

В ВЕГЕТАТИВНЫХ КЛЕТКАХ HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS FLOTOW (CHLORO-

PHYСEAE)  

ПРИ РАЗЛИЧНЫХУСЛОВИЯХ МИНЕРАЛЬНОГО ОБЕСПЕЧЕНИЯ 

Исследовано влияние концентрации азота и фосфора в среде на скорость роста и накопление астаксантина в 

вегетативных клетках зелёной микроводоросли Haematococcus pluvialis при выращивании методом односта-

дийной полупроточной культуры. Показано, что необходимым условием сохранения монадной структуры, 

деления клеток на протяжении длительного периода и накопления в них астаксантина является поддержание 

минимального уровня биогенных элементов в среде в пределах 0.2-0.4 мМ N и 0.01-0.02 мМ Р. 
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В последние два десятилетия зелёная 

микроводоросль Haematococcus pluvialis 

Flotow (Chlamydomonadales) является объек-

том интенсивных фундаментальных и при-

кладных исследований, направленных на вы-

явление основных закономерностей вторично-

го каротиногенеза (ВКГ) у Сhlorophyceae и 

разработку научных основ массового культи-

вирования этого вида для получения природ-

ного кетокаротиноида астаксантина (АСТ) [2 – 

13]. В большинстве работ, посвящённых этим 

проблемам, показано, что биосинтез АСТ в 

клетках водоросли наблюдается исключитель-

но при неблагоприятных условиях внешней 

среды (экстремальной освещённости, темпера-

туре, солёности, дефиците азота и др.). При 

этом вегетативные монадные клетки, как пра-

вило, утрачивают подвижность, прекращают 

деление и трансформируются в апланоспоры, 

окруженные плотной, устойчивой к химиче-

ским воздействиям и механическому разруше-

нию оболочкой.  

Кинетика накопления и содержание 

астаксантина   в   апланоспорах   определяется 

природой и интенсивностью стресс-

воздействия, а также физиологическим состоя-

нием клеток в момент индукции ВКГ [4, 8 –10, 

12, 13]. В то же время, по данным [5, 7, 11] и 

нашим собственным наблюдениям [2, 3], пере-

ход в стадию апланоспоры не является обяза-

тельным условием биосинтеза вторичных ка-

ротиноидов (ВКР) у этого вида. При дефиците 

азота (N) и фосфора (P) в среде астаксантин 

часто появляется сначала в монадных деля-

щихся клетках и лишь позднее (через 4 – 7 сут) 

при полном отсутствии элементов питания 

происходит образование апланоспор. Биосин-

тез ВКР в монадах отмечается как при экстре-

мально высокой (1220 μЕ∙м-2∙с-1) [7], так и при 

пониженной освещённости (35-70 μЕ∙м-2∙с-1) и 

температуре (12 – 14оС) [2], что указывает на 

ключевую роль минерального обеспечения в 

этом процессе. До сих пор остается неясным, 

является 
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ли ВКГ в монадах кратковременной начальной

стадией подготовки к фазе покоя, или при 

определённых условиях питания веге-

тативные клетки могут в течение длительного 

периода сохранять монадную структуру, спо-

собность активно делиться и одновременно с 

этим накапливать АСТ. Верификации послед-

него предположения и посвящена данная рабо-

та. Её основные задачи состояли в определе-

нии влияния концентрации биогенных элемен-

тов в среде на скорость накопления АСТ в мо-

надных клетках H. pluvialis, динамику их хи-

мического состава и продолжительность пери-

ода сохранения АСТ-продуцирующими куль-

турами вегетативного состояния.  

Материал и методы. H. pluvialis 

(штамм IBSS-18) выращивали в стеклянных 

конических колбах объёмом 1 л при круглосу-

точном освещении люминесцентными лампа-

ми «Feron» DL 20W T4 6400K (7000 Лк ≈ 119 

μE·м-2·с-1), непрерывной продувке стерильным 

воздухом (0.3 л·мин-1) и температуре среды 22 

– 24ºС. Объём культур составлял 0.7 л, началь-

ная численность клеток – 3.0 – 3.5·108 кл·л-1. 

Базовой питательной средой служила среда 

ОНМ [10], в которой для создания различий в 

условиях питания содержание N и P уменьша-

ли или увеличивали в несколько раз, сохраняя 

при этом исходное молярное соотношение N:P, 

равное 20. Инокулят выращивали в накопи-

тельном режиме на среде ОНМ с повышенной 

в 1.5 раза концентрацией N (6.0 мМ) и P (0.3 

мМ) при освещённости 4000 Лк (≈ 68 μЕ·м-2·с-1) 

и фотопериоде 15 ч свет : 9 ч темнота. Для за-

сева экспериментальных колб использовали 

культуры, находящиеся в состоянии субстрат-

ного насыщения клеток по N и P, взятые в 

начале логарифмической стадии роста (4 – 5 

сут) при остаточном содержании биогенов не 

ниже 40% исходного уровня. Культуры цен-

трифугировали (1000 об∙мин-1, 2 мин), промы-

вали средой, свободной от N и P, и переносили 

в новые среды с существенно сниженной кон-

центрацией биогенов (табл. 1). Дальнейшее 

выращива-

ние осуществляли в полупроточном режиме со 
скоростью протока (ω) 0.1 сут-1, осо-
бенностью которого было то, что ежедневно 

при обмене отобранной 1/10 части суспензии 

клеток на свежую среду в культуры вносили 

такое же количество N и P, как и в первые сутки 

(табл. 1). 
Табл. 1 Условия минерального обеспечения культур 

H. pluvialis в различных вариантах эксперимента 

Tabl. 1 Nutrient condition of H. pluvialis cultures under 

different operation mode 

Для интенсификации ВКГ во все колбы 

однократно (в 1-е сут) добавили ацетат натрия 

(NaAc) до концентрации 15 мМ.  

Численность клеток (n), продуктив-
ность (Р) и удельную скорость роста культур 

(μ), содержание сухого вещества (СВ) и его 

компонен-тов в биомассе – белка, углеводов, 

липидов, хло-рофилла а (ХЛ а ) и суммарных 

каротиноидов (КР) – анализировали при 

помощи методов, опи-санных ранее [3]. Кон-
центрацию минерального азота (СN) и фосфора 

(СP) в среде определяли по [1]. Фракционный 

состав КР исследовали методом тонкослойной 

хроматографии на пластинах «Silufol» в 

системе растворителей ацетон:гексан 3:7 [14]. 

Данные, приведенные на рисунках и в тексте, 

являются средними ( x ) из 2-х биологи-ческих 

и 3-х аналитических повторностей. Их вариа-
бельность характеризуется выборочным стан-
дартным отклонением (s) или ошибкой средней 

арифметической (m). 

Результаты и обсуждение. Для индук-

ции биосинтеза астаксантина в монадных клет-

ках H. pluvialis использовали разработанный 

ранее приём [2], заключающийся в создании 

резкого отрицательного градиента концентра-

ции N и Р в питательной среде в сочетании с 

одновременным увеличением молярного соот-

ношения C:N. В дальнейшем для установления   

Вариант 

(вар.) 

Количество биогенных элементов, 

ежедневно вносимых в среду 

N, мМ·л-1 Р, мМ·л-1 

1 0.2 0.01 

2 0.4 0.02 

3 0.8 0.04 

4 1.6 0.08 
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оптимальных величин CN и CP, поддерживаю-
щих деление АСТ-синтезирующих монадных 
клеток, H. pluvialis выращивали в условиях 

острого (вар. 1) и подострого (вар. 2) дефицита 

биогенов, а также при их повышенных концен- 

Данные, характеризующие динамику 

общей численности клеток и долю пальмелл в 

культурах при полупроточном режиме выра-

щивания, представлены на рис. 1.  

Рис. 1 Динамика численно-

сти клеток (А, Б) и доли 

пальмелл (В, Г) в культурах 

H. pluvialis в зависимости от 

концентрации N и P в среде  

Fig. 1 The dynamics of cell 

number and palmella percent-

age in H. pluvialis cultures 

depending on N and P concen-

tration in nutrient medium 

 

 

Штамм IBSS-18 отличается от других 

штам-мов H. pluvialis из коллекции ИнБЮМ 

НАНУ вы-сокой чувствительностью к резкой 

смене условий культивирования. При пересеве 

на свежую среду ОНМ у этого штамма, как 

правило, некоторая часть монадных клеток 

погибает или кратковременно теряет подвиж-
ность. Аналогичная картина наблюдалась и в 

данном эксперименте: с 1-х по 6-е сут во всех 

культурах численность пальмелл увеличилась

до 15 – 20 %. Однако в вариантах с понижен-
ной  концентрацией биогенных элементов (0.2 

мМ N –0.01 мМ Р и 0.4 мМ N – 0.02 мМ Р) их 

относитель-ное содержание, начиная с 7-х су-
ток, неуклонно снижалось (рис. 1 В) на фоне 

нарастания биомассы (рис. 1 А), а в вар. 3 и 4 

(0.8 мМ N – 0.04 мМ Р и 1.6 мМ N – 0.08 мМ Р, 

соответственно) продолжало расти (рис. 1 Г) при 
сокращении общей численно-сти клеток (рис. 1 Б). 
На 14-е сут культуры, полученные при повышенных

концентрациях N и Р, на 46 и 73 % состояли из 

пальмелл или апланоспор, в  связи с чем 

дальнейшее выращивание водоросли  при данных 

условиях питания было прекращено. В  вар. 1 и 2 

накопление биомассы продолжалось до  18-х суток. 

Периодическая подача СО2 (0.2% v/v, начиная с 23-

х сут), способствовала восстановлению  роста и 

снижению численности пальмелл еще в те-  чение 

10 сут.  

Ежедневное внесение в культуры повышен-

ных количеств биогенов (вар. 3 и 4) приводило к их 

накоплению в среде, что, вероятно, и послужило 

причиной угнетения роста и перехода клеток в 

 пальмеллевидное состояние (рис.2) .
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К 14 сут в вар. 4 содержание N увеличи-

лось по отношению к начальному уровню на 

порядок, а Р – в 6.4 раза (рис. 2). В вар. 3 азот 

поглощался в течение суток полностью, а фос-

фор, начиная с 6-х сут, лишь частично, в ре-

зультате чего его концентрация возросла более 

чем в 3 раза. Монадные культуры (вар. 1 и 2) 

на протяжении всего периода наблюдений по-

требляли добавляемые в среду биогены в тече-

ние суток без остатка. 

Рис. 2 Динамика 

содержания азота и 

фосфора в пита-

тельной среде вари-

анта 4 

Fig. 2 The dynamics 

of nitrogen and phos-

phorus contents in 

nutrient medium of 

the variant 4 

75% ниже, чем в условиях острого и подостро-

го лимита биогенных элементов (рис. 3).  

Рис. 3 Средняя продуктивность и 

удельная скорость роста культур H. 

pluvialis (0-14 сут) в зависимости от 

условий минерального обеспечения  

Fig. 3 Mean productivity and specific 

growth rate of H. pluvialis cultures 

depending on nutrients supply 

Содержание АСТ в культурах и биомас-

се водоросли находились в обратной зависимо-

сти от концентрации N и Р в среде (рис. 4).  

Уже на 6-е сутки относительное содер-

жание моно- и диэфиров астаксантина в сум-

марных КР монадных клеток, лимитированных 

по биогенам, составляло 59 % (вар. 1) и 51% 

(вар. 2). В последующие дни доля эфиров АСТ 

продолжала увеличиваться (при сохранении 

разницы  между  вариантами  в  9 – 12%)  и  на  

заключительном этапе достигла 83-70 %, соот-

ветственно, за счет снижения концентрации 

основных фракций первичных КР – лютеина и 

β-каротина (рис. 5).  

Описанная динамика хорошо согласу-

ется со сложившимися представлениями о 

ключевой роли дефицита биогенных элементов 

в индукции и регуляции ВКГ у микроводорос-

лей [4, 9].  
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Рис. 4 Содержание суммарных каротиноидов и астаксантина в культурах и биомассе H. pluvialis в зависимо-

сти от условий питания 

Fig 4 Total carotenoid and astaxanthin contents in cultures and biomass of H. pluvialis depending on nutrients supply 

В то же время в рамки указанной кон-

цепции не укладываются результаты, получен-

ные в вариантах 3 и 4, где в условиях накопле-

ния биогенов в среде пальмеллевидные клетки 

и апланоспоры так же, как и голодающие мо-

нады, синтезировали АСТ. Хотя содержание 

пигмента в культурах и биомассе было суще-

ственно ниже, чем при дефиците питания, тем 

не менее доля эфиров АСТ в суммарных КР 

была весомой и достигала ≈ 37 %. Этот факт, 

по нашему мнению, может служить косвенным 

подтверждением гипотезы о свободнорадикаль- 

ном (СР) механизме индукции биосинтеза ВКР 

у водорослей  в ответ  на  экстремальное  по ин- 

тенсивности действие разнородных по физико-

химической природе факторов внешней среды 

(свет, температура, лимит биогенов, солёность, 

токсиканты и др.) [12]. В данном случае после-

довательность событий, определивших полу-

ченный результат, может быть описана следу-

ющей гипотетической схемой: избыток нитрат-

ов в среде → увеличение внутриклеточного пу-

ла нитритов [15] → усиление продукции NO и 

интенсификация СР-процессов [16] → активи-

зация системы антиоксидантной защиты клетки 

→ индукция биосинтеза АСТ [12].  
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Рис. 5 Динамика фракционного 

состава каротиноидов в клетках H. 

pluvialis (А - В) и выход астаксан-

тина из литра культуры за 19 сут 

(Г) в зависимости от условий ми-

нерального обеспечения (обозна-

чения, те же, что и на рис. 4) 

Fig. 5 The dynamics of fractional 

carotenoid composition in H. pluvi-

alis cells (А-В) and astaxanthin 

yield for 19 days (Г) depending on 

nutrient supply (designations are the 

same as in the fig. 4) 

Известно, что симптомом критического 

уровня внутриклеточных нитритов является их 

усиленная экскреция за пределы клеток и 

накопление в среде [15]. Именно такая картина 

наблюдалась в вар. 4 на протяжении всего экс-

перимента (рис. 2), а в вар. 3, начиная с 9-х сут. 

Для подтверждения справедливости предло-

женной схемы необходимо провести дополни-

тельное исследование, включающее оценку 

концентрации NO и интенсивности СР-

окисления в клетках водоросли. Вполне веро-

ятно, что аналогичный механизм индукции ВКГ 

функционирует и в условиях дефицита элемен-

тов питания. Источником NO в этом случае мо-

гут быть продукты катаболизма белка. Его со-

держание в АСТ-синтезирующих монадных 

клетках в вар. 1 и 2 за время культивирования 

снизилось в 3 и 2 раза, соответственно (табл. 2). 

Данные, приведенные в табл. 2 и на рис. 6, 

свидетельствуют о том, что метаболизм АСТ-

синтезирующих монадных клеток H. pluvialis 

существенно отличается от метаболизма со-

зревающих апланоспор, интенсивно накапли-

вающих в условиях индуцированного ВКГ за-

пасные вещества. 

Табл. 2 Химический состав астаксантин-
содержащих монадных клеток H. pluvialis  
Tabl. 2 Chemical composition of 
astaxanthin-containing monad cells of H. pluvialis

Вариант Содержание, 

пг∙кл-1

Содержание, 

% СВ 

Белок 

инокулят 347.91 ± 14.25 33.87 ± 1.03 

1 149.09 ± 9.00 10.94 ± 0.13 

2 212.91 ± 5.32 17.13 ± 0.28 

Углеводы 

инокулят 234.05 ± 18.29 22.89 ±  1.76 

1 518.28 ± 20.83 37.64 ± 2.34 

2 440.12 ± 34.95 35.46 ± 3.55 

Липиды 

инокулят 363.63 ± 26.01 39.19 ± 6.46 

1 264.73 ± 20.44 19.41 ± 0.60 

2 211.35 ± 8.97 17.01 ± 0.99 
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Как нами было показано ранее для этого 

же штамма, содержание сухого вещества в 

апланоспорах, аккумулирующих АСТ, увели-

чивается более чем в 7 раз. При этом запасы 

углеводов в расчёте на клетку возрастают поч-

ти в 15 раз, липидов – в 3.5 раза, а содержание 

белка остается неизменным [3]. Вегетативные 

монадные клетки, аккумулирующие АСТ в ус-
ловиях лимита биогенных элементов, напро-
тив, расходуют внутриклеточные резервы (бе-

лок и липиды) для обеспечения деления и дви-
гательной активности. Возрастание содержа-
ния углеводов (≈ в 2 раза) в данном случае мо-
жет быть связано с существенным утолщением 

гелеобразной полиглюкановой прослойки 

между клеточной оболочкой и плазмалеммой 

красных монад. В результате разнонаправлен-
ности динамики основных компонентов СВ его 

содержание в клетках в течение длительного 

времени практически не меняется (рис 6 А).  

Рис. 6 Динамика содержания сухого вещества (А) и хлорофилла а (Б) в монадных клетках H. pluvialis в зави-

симости от условий питания (обозначения те же, что и на рис. 4) 

Fig. 6 The dynamics of dry matter and chlorophyll a contents in monad cells of H. pluvialis depending on nutrients supply 

(designations are the same as in the fig. 4) 

Общим для ВКГ, протекающего в мона-

дах и апланоспорах, является существенное 

снижение содержания хлорофилла а, наиболее 

выраженное при остром лимите N и Р (вар. 1) 

(рис. 6 Б). На 31 сут его концентрация в клетках 

упала до 8.5 ± 0.5 пг∙кл-1, что в ≈ 1,5 раза ниже 

минимального уровня, зарегистрированного 

ранее в зрелых апланоспорах штамма IBSS-18 

(10.5 – 13.5 пг∙кл-1) [3].  

Выход АСТ из литра культуры монад-

ных клеток (за 31 сут) при остром лимите био-
генных элементов (вар. 1) был на 17% выше, 

чем в вар. 2 (43.6 и 36.19 мг∙л-1, соответствен-
но). Сопоставление максимальной продуктив 

ности данного штамма по АСТ в условиях од-
ностадийной полупроточной (ω = 0,1 сут-1) и 

двухстадийной накопительной культуры при 

одинаковом времени культивирования (19–20 

сут, рис. 5 Г) и начальной численности клеток 

3.0 – 3.5 108 кл∙л- 
1∙показало, что выход АСТ из

литра культуры сходен и составляет 27.5 ± 1.4

и 27.1 ± 0.3 мг∙л-1, соответственно. Хотя со-
держание АСТ в расчёте на клетку в зрелых 

апланоспорах этого штамма почти в 7 раз вы-
ше, чем в красных монадах, массовая гибель 

клеток (40 – 70%) в ответ на индукцию ВКГ 

ацетатом [3] уравнивает конечный результат. 

Вместе с тем одностадийный метод культиви-
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рования имеет существенные преимущества, 

так как монадные клетки лишены плотных, 

трудно разрушаемых оболочек, характерных 

для апланоспор. Это существенно увеличивает 

биодоступность АСТ при использовании био-

массы для производства нутрицевтиков и кор-

мов, а также снижает расход минеральных со-

лей и затраты электроэнергии на освещение и 

измельчение биомассы.  

Выводы. 1. Резкий отрицательный гра-

диент концентрации N и Р в среде в сочетании 

с увеличением молярного соотношения C:N 

индуцирует ВКГ в монадных клетках H. pluvi-

alis. 2. Необходимым условием сохранения 

монадной структуры, продолжительного деле-

ния клеток и накопления в них АСТ является 

поддержание минимального уровня азота и 

фосфора в среде в пределах 0.2 – 0.4 мМ N и 

0.01 – 0.02 мМ Р. 3. В условиях ВКГ, индуци-

рованного дефицитом биогенов, метаболизм 

монадных клеток существенно отличается от 

метаболизма АСТ-аккумулирующих аплано-

спор. 4. Высокие затраты белка и липидов на 

обеспечение деления и двигательной активно-

сти не позволяют монадам накапливать АСТ в 

количествах, сопоставимых с его концентраци-

ей в зрелых апланоспорах. 5. По выходу АСТ 

метод одностадийной полупроточной (ω = 0.1 

сут-1) культуры не уступает традиционной 

двухстадийной технологии и одновременно с 

этим обладает такими преимуществами как 

повышенная биодоступность астаксантина и 

снижение расходов на производство биомассы. 
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Особливості вторинного каротиногенезу в вегетативних клітинах Haematococcus pluvialis Flotow 

(Chlorophyсeae) при різних умовах мінерального забезпечення. Н В. Терентьєва, Г. С. Мінюк,  І. В. Дро-

бецька, І. М. Чубчикова. Досліджено вплив концентрації азоту и фосфору в середовищі на швидкість росту і 

накопичення астаксантину в вегетативних клітинах зеленої мікроводорості Haematococcus pluvialis при виро-

щуванні методом одностадійної напівпроточної культури. Показано, що необхідною умовою зберігання монад-

ной структури, ділення клітин протягом тривалого периіоду і накопичення в них астаксантину є підтримка мі-

німального рівня біогенних елементів в середовищі у межах 0.2 – 0.4 мМ N і 0.01 – 0.02 мМ Р. 

Ключові слова: Haematococcus pluvialis, культивування, астаксантин, азот, фосфор 

Features of secondary carotenogenesis in vegetative cells of Haematococcus pluvialis Flotow (Chlorophyсeae) 

under different conditions of mineral supply. N. V. Terentieva, G. S. Minyuk, I. V. Drobetskaya, I. N. Chub-

chikova. Influence of nitrogen and phosphorus concentrations in nutrient medium on growth rate and astaxanthin 

accumulation in vegetative cells of green microalga Haematococcus pluvialis under condition of single-stage semi-

continuous culture has been investigated. It has been shown that the maintenance of minimum level of biogenic ele-

ments in a medium within the limits of 0.2 – 0.4 mM N and 0.01 – 0.02 mM P is necessary for keeping of monad cell 

structure, long-term cell division and astaxanthin accumulation. 

Key words: Haematococcus pluvialis, cultivation, astaxanthin, nitrogen, phosphorus 




