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В работе обобщены результаты многолетних экспериментальных исследований зелѐной микро-
водоросли Haematococcus рluvialis как промышленного источника высокоценного кетокароти-
ноида астаксантина. Показано, что морфологические, физиолого-биохимические и продукци-
онные характеристики вида существенно зависят от условий культивирования и географиче-
ского происхождения его штаммов.
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Получение кетокаротиноида астаксантина (Аст) из одноклеточной водоросли Haemato-
coccus pluvialis Flotow 1984 (Chlorophyceae, Volvocales) как альтернатива его производ-
ству путѐм химического синтеза является одним из приоритетных направлений совре-
менной биотехнологии микроводорослей [1]. Актуальность исследований в данном на-
правлении обусловлена высокой биологической активностью Аст, обладающего мощ-
ными антиоксидантными и регуляторными свойствами [2]. По содержанию Аст в сухой
биомассе (2–5 %) H. pluvialis превосходит все известные природные источники пигмен-
та [3]. Экспериментально и клинически доказанные преимущества природной формы
каротиноида над его синтетическим аналогом (по лечебно-профилактическим свойст-
вам и безопасности), определяют увеличение спроса на него в аквакультуре, медицине
и производстве БАД. Тем не менее только 1 % производимого в мире Аст получают из
H. pluvialis. При этом его рыночная цена ($2500–15000/кг) в несколько раз превышает
цену синтетического продукта ($1500–2000). Такое положение сохраняется на протя-
жении последних 10–15 лет и объясняется невысокой коммерческой эффективностью
используемых технологий массового культивирования этого вида, обусловленной ря-
дом его биологических особенностей и недостаточными знаниями путей минимизации
их негативного проявления [1, 4].

Целью данной работы было исследование влияния физико-химических факторов
внешней среды на рост, вторичный каротиногенез (ВКГ) и сопряжѐнные с ним морфо-
физиологические адаптации клеток H. pluvialis к стрессу в зависимости от географиче-
ского происхождения штаммов и условий их культивирования. Для достижения по-
ставленной цели решали два блока задач, определяющихся особенностями методов и
приѐмов культивирования водоросли:

1. В условиях двухстадийного культивирования исследовать скорости роста
культур H. pluvialis в зависимости от биологических особенностей штаммов, состава
питательных сред и освещѐнности.

2. В условиях квазинепрерывной культуры исследовать влияние скорости про-
тока среды и концентрации азота и фосфора в среде на морфотип и физиолого-
биохимические показатели ВКГ в монадных клетках H. pluvialis.

Материал и методы. Объектами исследования служили пять штаммов 
H. pluvialis, выделенных в различные годы в различных районах Европы. Штамм
CALU-79 (Mainx) (= LABIK 927-1) выделен в Чехословакии (~ в 1927–1931 гг.), полу-
чен из Ботанического института им. В. Л. Комарова РАН в 2002 г, штамм IPPAS H-239 
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(Vischer), выделен в Швейцарии (г. Базель) в 1923 г, получен из Института физиологии
растений РАН в 2004 г. Три собственных полевых изолята «Адлер», «Кавказ» и «Сева-
стополь» выделены нами в различных районах Причерноморья в 2003–2008 гг. Для 
культивирования водоросли использовали методы двухстадийной накопительной куль-
туры и квазинепрерывной культуры со скоростью протока 0,1–0,3 сут-1. Базовой пита-
тельной средой служила среда ОНМ [5]. Условия культивирования и методы анализа
морфометрических и физиолого-биохимических характеристик штаммов (численности
и объѐмов (V) клеток, содержания сухого вещества (СВ), суммарных каротиноидов
(Кар) и Аст) детально описаны ранее в [5, 4, 6].

Результаты и обсуждение. Характерной особенностью штаммов CALU-79 и
IPPAS H-239 было почти 90-летнее хранение на агаризованных средах в различных 
коллекциях и при разных условиях, что не могло не отразиться на их свойствах [5].
Прежде всего, следует отметить длительность адаптации этих штаммов к условиям ав-
тотрофного роста при пересеве клеток с агаризованных сред на жидкие минеральные
среды. Процесс получения генерации быстро делящихся клеток у этих штаммов может
занимать 1,5–2,0 месяца (с пересевом каждые 7–10 дней), в то время как у более моло-
дых причерноморских штаммов он длится не более 14 суток (с 2 пересевами). Таксоно-
мический статус полевых изолятов, определѐнный первоначально по морфо-
фенотипическим критериям, подтверждѐн молекулярно-генетическим методом по нук-
леотидной последовательности фрагмента ядерного гена 18S рДНК [7]. У всех штам-
мов вегетативные клетки представлены двумя морфотипами – крупными двухжгутико-
выми монадами (зооспорами) эллипсоидной и круглой формы (L = 15–30 мкм, D = 11–
28 мкм) и неподвижными шаровидными пальмеллоидными клетками, сохраняющими
способность активно делиться (диаметр клеток 16–30 мкм). Соотношение вегетативных 
клеток различного морфотипа в культурах зависит как от их возраста, так и от индиви-
дуальных особенностей штаммов. На экспоненциальной и линейной стадиях роста у
крупноклеточных штаммов «Адлер» и «Севастополь» (L = 23–45 мкм) преобладали
монадные эллипсоидные и шаровидные клетки (70–80 % от общего числа), в то время 
как у более мелкого высокогорного штамма «Кавказ» (L = 17–34 мкм) доля подвижных 
клеток составляла лишь 40–50 %. В редких случаях в культурах H. pluvialis встречают-
ся мелкие чрезвычайно подвижные голые микрозооспоры (или гаметы?). Стадия покоя
представлена толстостенными красными апланоспорами, заполненными липидными
глобулами с Аст [5, 4, 8]. Их средние объемы у штамма «Севастополь» составляют
4,3·103 мкм3, у штаммов «Адлер» и «Кавказ» сходны (Vср. = 2,8–3·103 мкм3). У штамма
CALU-79 они в 2 раза крупнее (Vср. = 6,3·103 мкм3), а у штамма IPPAS H-239 – в 2 раза
мельче. Основным способом деления у всех штаммов, за исключением CALU-79, является
схизогония (как в подвижном, так и в неподвижном состоянии) с образованием 2, 4 и реже
8 дочерних клеток. В молодых культурах CALU-79 преобладает редко встречающийся у
данного вида способ деления – протоцитотомия [4, 7].

Сопоставление физиолого-биохимических характеристик двух кавказских
штаммов в условиях двухстадийной культуры показало, что близкие по географиче-
скому происхождению, но разные по экологии штаммы могут существенно различаться
по скорости роста на «зелѐной» стадии культивирования и выходу Кар из литра исход-
ной культуры. Так, у равнинного штамма «Адлер», выделенного в районе Имеритин-
ской низменности (субтропический климат, высота над уровнем моря – 0–60 м), макси-
мальная удельная скорость роста (μмакс) на «зелѐной» стадии составляла 0,94 сут-1 и 
была в 2 раза выше, чем у штамма «Кавказ» (μмакс. = 0,4 сут-1), выделенного на ледни-
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ковом склоне ущелья Безенги (холодный высокогорный климат, высота над уровнем
моря – 2000 м). На «красной» стадии равнинный штамм заметно превосходил высоко-
горный по продуктивности (P) культур по CВ (0,1 и 0,07 мг·л-1·сут-1 соответственно) и
выходу Кар из литра исходной культуры (19 и 13 мг·л-1·сут-1). По этим признакам
штамм «Адлер» более сходен со штаммом «Севастополь» (μмакс. =0,75 сут-1; 
РСВ = 0,105 мг·л-1·сут-1; РКар = 20 мг·л-1·сут-1). При этом по содержанию Аст все при-
черноморские штаммы не различались (2,7–2,8 % СВ) и существенно превосходили
чешский штамм CALU-79 (1,7 % СВ), служивший в этом исследовании контролем.

На примере штамма CALU-79 оценена возможность увеличения продуктивности
культур H. pluvialis миксотрофным культивированием с использованием ряда органи-
ческих субстратов: ацетата натрия (NaAc), щелочного мидийного гидролизата, карба-
мида и -Сa-глицерофосфата Показано, что при низкой освещѐнности (1500 лк) синер-
гизм фотосинтеза и органотрофии приводит к интенсификации метаболизма и ускоре-
нию деления. Наилучшие результаты получены при однократном внесении в мине-
ральные среды ацетата натрия до конечной концентрации (Сац.) 10 ммоль. В этом вари-
анте время достижения миксотрофными культурами максимума биомассы сокращалось
в 4–5 раз. Повторное внесение NaAc на поздней стационарной фазе роста (до 
Сац. = 45 ммоль) в сочетании NaCl (до СNaCl = 17 ммоль) существенно интенсифициро-
вало биосинтез Аст в клетках даже при относительно низкой освещѐнности (5500 лк).
При этом время созревания апланоспор сокращалось до 7–8 суток, а содержание Кар, 
на 90 % состоящих из эфиров Аст, достигало более 200 пг·кл-1 (или 2 % СВ). Помимо
низкой освещѐнности необходимым условием использования такого приѐма является
внесение солей в голодающие культуры, частично перешедшие в пальмеллоидное со-
стояние. Тогда отход клеток в результате стресса не превышает 3–5 % против 30–45 % 
при стрессировании ещѐ растущих и не лимитированных по питанию культур. В по-
следнем случае концентрацию NaAc следует снижать до 15 ммоль [4, 8].

Исследование влияния освещѐнности на скорость автотрофного роста
H. pluvialis в условиях двухстадийной культуры показало, что вопреки распространѐн-
ным представлениям о тенелюбивости данного вида увеличение освещѐнности от 2000 
до 6000 лк приводит к возрастанию средней скорости роста в 3 раза, а выхода Кар из 
литра начальной культуры – в 2,2 раза. При этом следует учитывать, что повышение ос-
вещѐнности до 6000 лк сопровождается изменением молярного отношения поглощѐнных
из среды биогенных элементов (N/P) от 11 до 17 [6].

При проведении исследований по оптимизации методов индукции биосинтеза
Аст установлено, что ВКГ не обязательно сопряжѐн с переходом вегетативных клеток в
стадию покоя. В условиях квазинепрерывной культуры со скоростью протока (ω) 0,1–
0,3 сут-1 этот процесс может протекать с достаточно высокой эффективностью и в мо-
надных клетках, не имеющих плотной, трудноразрушаемой оболочки, характерной для
зрелых апланоспор. Преимущества такого способа культивирования заключаются в
существенном увеличении биодоступности Аст в получаемой биомассе и снижении
расходов на дезинтеграцию клеток при экстракции Аст. По результатам серии экспе-
риментов установлено, что наиболее эффективным способом индукции биосинтеза Аст
в монадных клетках, обеспечивающим их устойчивое преобладание в культурах (85–
97 %), является создание резкого отрицательного градиента содержания N и P в среде
(с добавлением 15 мМ NaAc) при интенсивности ФАР 120 мкмоль·м-2·с-1. При ω = 
0,2 сут-1 с ежедневным внесением N и Р до концентрации 0,2 и 0,01 мМ соответственно 
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выход Аст в течение 20-дневного технологического цикла составляет около 1,9 мг·л-

1·сут-1, а содержание пигмента в биомассе достигает 1,8–2,6 % СВ [9].
Выводы. 1. Штаммы H. pluvialis, имеющие разное географическое происхожде-

ние и экологическую специализацию, могут существенно различаться по важным для
массового культивирования характеристикам (размерам клеток, скорости роста, стресс-
толерантности, скорости накопления астаксантина в клетках). 2. Выраженную способ-
ность H. pluvialis к миксотрофному росту на различных источниках органического уг-
лерода можно использовать при его массовом культивировании в закрытых фотобиоре-
акторах. 3. Предложенный метод одностадийной квазинепрерывной культуры со ско-
ростью протока 0,2 сут-1 не уступает традиционной двухстадийной технологии и одно-
временно с этим обладает такими преимуществами, как повышенная биодоступность
астаксантина в биомассе и снижение расходов на экстракцию астаксантина.
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The results of many years' experimental research of green algae Haematococcus pluvialis as a com-
mercial source of high-value ketocarotenoid astaxanthin are summarizes. It is shown that the morpho-
logical, physiological, biochemical and production characteristics of the algae depend substantially on
the culture conditions and geographical origin of the strains.
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