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Исследовано функциональное состояние накопительной культуры зеленой водоросли Coelastrella
multistriata (Trenkwalder) Kalina et Puncochárová в течение 60-суточного культивирования. Установ-
лено содержание хлорофиллов a, b и c, суммарных каротиноидов, протеина, витаминов А и Е. Дана
оценка интенсивности процессов перекисного окисления липидов в клетках штамма C. multistriata
MZ–Ch23 по содержанию продуктов пероксидации, реагирующих с 2-тиобарбитуровой кислотой.
Определение этих продуктов проводили в биомассе микроводоросли на 15, 25 и 60 сут культивирова-
ния на среде BBM, а также после инициации перекисного окисления Fe2+. Среди фотосинтетических
пигментов максимальное содержание показано для хлорофилла a во время экспоненциальной фазы
роста – 14.82 мг/г сухой биомассы. Суммарное количество каротиноидов было сопоставимо с другими
исследованными штаммами Coelastrella – в диапазоне 0.74–4.21% сухой массы. Для штамма MZ–
Ch23 отмечена способность накапливать в высоких концентрациях ретинол (170.49–586.09 мкг/л
культуры водоросли) и протеин (141.81–212.38 мг/л). Обнаружено, что во время всех фаз культиви-
рования клетки C. multistriata характеризуются низкой концентрацией продуктов перекисного
окисления липидов (0.005–0.015 нмоль/мг протеина), однако инициация перекисного окисления
увеличивает количество ТБК-активных продуктов до 0.187 нмоль/мг протеина на 60 сут. Оптималь-
ной стратегией для получения обогащенной вторичными метаболитами и устойчивой к перекисно-
му окислению биомассы C. multistriata является культивирование на среде BBM в течении 25 сут.
Это позволяет получать достаточное количество биомассы с высоким содержанием каротиноидов,
протеина и витамина А.
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Активное изучение возможности широкого
использования водорослей в разных сферах био-
технологии (косметологии, сельском хозяйстве,
производстве биотоплива) предполагает, что их
биомасса станет очень ценным сырьем, т.к. водо-
росли не только способны накапливать значи-
тельные количества вторичных метаболитов, но и
позволяют снизить площади задействованных
сельскохозяйственных земель (Мокросноп, Зо-
лотарева, 2014; Maltsev et al., 2017; Jain et al., 2020).
При этом разные таксономические группы водорос-
лей могут решать различные биотехнологические
задачи. Зеленые одноклеточные микроводоросли
могут с успехом использоваться из-за быстрого ро-

ста в фотоавтотрофных условиях, высокого содер-
жания насыщенных и мононенасыщенных жир-
ных кислот, способности продуцировать большое
количество триацилглицеринов (Hu et al., 2013;
Maltsev et al., 2019, 2021c). Среди зеленых микро-
водорослей наиболее часто в качестве модельных
объектов для определения биохимических харак-
теристик и изучения продуктивности использу-
ются представители рода Coelastrella Chodat. Виды
Coelastrella – это преимущественно одиночные,
яйцевидной или эллипсоидной формы клетки с
относительно толстой клеточной стенкой и мно-
гочисленными ребрами на ее поверхности, при-
стенным дольчатым хлоропластом и одним пире-
ноидом с крахмальной обверткой (Chodat, 1922).
Среди основных биотехнологических преимуществ
штаммов Coelastrella можно выделить: 1) способ-
ность одновременно накапливать большие кон-
центрации липидов и каротиноидов (Abe et al.,
2007; Minyuk et al., 2016, 2017); 2) высокое содер-

Сокращения: АФК – активные формы кислорода; Кар –
содержание каротиноидов; ТБКаП – продукты пероксид-
ного окисления липидов, которые определяются тиобар-
битуровой кислотой (ТБК-активные продукты); Хл a –
хлорофилл a; Хл b – хлорофилл b; Хл c – хлорофилл c.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
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жание витамина Е в биомассе (Mudimu et al.,
2017); 3) растительный источник омега-3 полине-
насыщенных жирных кислот с концентрацией
более 50% (Lang et al., 2011; Maltsev et al., 2021a);
4) применение в очистке сточных вод сельского
хозяйства (Li et al., 2018); 5) возможно получение
из клеточных липидов высококачественного биоди-
зеля, соответствующего стандарту EN14214 (Minyuk
et al., 2017).

Клеточный метаболизм в нормальных и стрес-
совых условиях в различных клеточных компарт-
ментах производит АФК, которые могут повре-
дить клеточные биомолекулы, включая липиды,
белки и ДНК. В первую очередь АФК иницииру-
ют перекисное окисление полиненасыщенных
жирных кислот с образованием перекисей липи-
дов, которые могут негативно влиять на функци-
ональное состояние клетки и снизить ее продук-
тивность в целом (Kaur et al., 2006). В связи с этим
актуальным вопросом является поиск маркеров,
которые позволят проводить оценку возможно-
сти длительного культивирования культур мик-
роводорослей без потери целевых метаболитов в
их биомассе. К таким маркерам можно отнести
состав пигментов и его изменения в процессе вы-
ращивания (Pérez-Pérez et al., 2012). Содержание
хлорофиллов является важным физиологическим
параметром, который определяет активность фо-
тосинтетического аппарата растений и их реак-
цию на неблагоприятные условия (Li et al., 2018).
Каротиноиды, наряду с хлорофиллами, участву-
ют в фотосинтезе, а также обеспечивают фотоза-
щиту и выступают в качестве низкомолекулярных
антиоксидантов (Maltsev et al., 2021b). Индикато-
рами окислительного повреждения клеток водо-
рослей, как следствия стрессовых условий, могут
выступать продукты перекисного окисления ли-
пидов – малоновый диальдегид и другие цитоток-
сические соединения (ТБК-активные продукты)
(Garg, Manchanda, 2009). В связи с этим концен-
трация ТБКаП используется в качестве одного из
наиболее информативных маркеров оценки сте-
пени негативного воздействия на водоросли (Ri-
jstenbil, 2002).

Во время изучения разнообразия микроводо-
рослей отвалов гранитных карьеров был выделен
и идентифицирован штамм C. multistriata MZ–
Ch23. С этим штаммом проведен ряд экспери-
ментов для оценки влияния продолжительности
культивирования и состава питательной среды на
накопление биомассы, содержание липидов и со-
став жирных кислот (Maltsev et al., 2021a). Уста-
новлено, что на стандартной среде BBM 25-су-
точное культивирование, которое соответствует
началу стационарной фазы роста, позволяет полу-
чить высокие значения сухой биомассы (до 1.3 г/л) с
максимальным содержанием полиненасыщен-
ных жирных кислот (66.8% от общего количества
жирных кислот) и омега-3 (57.9%), в частности. В
спектре жирных кислот доминантными были

18:3n-3 α-линоленовая (38.12%), 16:3n-3 цис-7,10,13-
гексадекатриеновая (19.61%) и 16:0 пальмитиновая
(18.61%) кислоты. В то же время известно, что ста-
ционарная фаза роста у большинства микроорга-
низмов сопровождается снижением интенсивно-
сти метаболизма, переключением на катаболизм
протеинов, а также экспрессию генов, отвечаю-
щих за биосинтез энзимов репарации, метабо-
лизм антиоксидантов и транспорт нутриентов
(Hecker, Völker, 2001).

Учитывая перспективные результаты по на-
коплению биомассы и составу жирных кислот
штаммом C. multistriata MZ–Ch23 во время стаци-
онарной фазы роста, целью работы было проана-
лизировать функциональное состояние клеток
микроводоросли в накопительной культуре в тече-
нии 60 сут культивирования с помощью физиоло-
гических маркеров и определить оптимальное вре-
мя, во время которого биомасса водоросли имеет
наибольшую биотехнологическую ценность.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Для исследований был использован штамм зеле-
ной водоросли Coelastrella multistriata (MZ–Ch23) из
Коллекции культур водорослей и цианобактерий
лаборатории молекулярной систематики водных
растений Института физиологии растений им.
К.А. Тимирязева РАН, выделенный из вскрыш-
ной породы молодого отвала на территории гра-
нитного карьера Гурово (Тульская область, Рос-
сия).

Зрелые вегетативные клетки штамма имели
эллипсоидную (10–12 × 6–8 мкм), реже шаровид-
ную форму (диаметр 6–14 мкм). Клеточная стенка
относительно толстая и бесцветная. Клетки с при-
стенным дольчатым хлоропластом и одним пире-
ноидом с крахмальной оберткой. Бесполое раз-
множение осуществляется эллипсовидными или
продолговато-яйцевидными автоспорами (6–8 ×
4–6 мкм) (рис. 1).

Нуклеотидные последовательности представ-
лены в GenBank: участок V4 18S рДНК – номер
доступа MZ620281, участок ITS1–5.8S рДНК–
ITS2 – номер доступа MZ620280 (Maltsev et al.,
2021a).

В ходе эксперимента штамм выращивали в
колбах объемом 250 мл с 150 мл среды BBM (Bis-
choff, Bold, 1963) и 10 мл инокулята с концентра-
цией клеток 0.18 ± 0.01 × 106 шт./мл. После смеши-
вания инокулята со средой концентрация клеток
была 0.012 ± 0.001 × 106 шт./мл (рис. 2). Культиви-
рование осуществляли в 15 колбах – 5 повторов
для сбора биомассы во время трех фаз роста. Кон-
центрацию клеток измеряли с помощью автомати-
ческого счетчика клеток Bio-Rad TC20™ (“Bio-
Rad”, США); для каждого измерения отбирали
10 мкл суспензии согласно рекомендациям про-
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изводителя. Микроводоросли культивировали с
помощью орбитальных шейкеров ELMI Sky Line
Shaker S-3L (Латвия) с постоянным перемешива-
нием при 150 об./мин в течение 60 сут; pH суспен-
зии определяли с помощью настольного pH-мет-
ра Ohaus a-AB33PH (США). Изучение биохими-
ческих показателей проводили во время
экспоненциальной фазы роста (15 сут культиви-
рования), в начале стационарной фазы (25 сут)
и после длительного выращивания (60 сут) (Mal-
tsev et al., 2021a). Интенсивность света составляла
70 мкмоль фотонов/(м2 с) с режимом освещения (ч)
16 : 8 день/ночь. Перед определением биохимиче-
ских характеристик клетки водорослей отмывали
от среды дистиллированной водой, осаждали
центрифугированием (4000 об./мин, 10 мин) и
удаляли жидкость над осадком. Операцию повто-
ряли три раза.

Содержание хлорофиллов a, b и c определяли
экстрактно-фотометрическим методом (Jeffrey,
Humphrey, 1974). Для этого 5 мг биомассы водо-
рослей подвергали замораживанию-разморажи-
ваю для частичного разрушения клеток. Количе-
ство используемой в анализе биомассы обуслов-
лено чувствительностью метода Jeffrey, Humphrey
(1974), который позволяет достоверно определить
концентрацию пигментов от 0.2 мкг/мл. После
разрушения клеток биомассу гомогенизировали в
4 мл 90% ацетона (“PanReac AppliChem”, Испания)
с кварцевым песком, и оставляли для экстракции на
24 ч в герметичной пробирке без доступа света при
температуре 25°С. Далее экстракт отделяли от осад-
ка центрифугированием (6000 об./мин, 10 мин) и
проводили измерения на спектрофотометре Ulab
102 (“Ulab”, Китай) относительно ацетона при
длинах волн 664, 647 и 630 нм, что соответствует
максимуму поглощения для Хл a, b и c соответ-
ственно. Измерения выполняли с использовани-
ем программного обеспечения MetaSpec Pro v 2.2
в режиме “Multi-wavelength Analysis”. Вычисле-
ние содержания хлорофиллов проводили по фор-
мулам и выражали в мг/г сухой биомассы:

( )= − −664 647 630Хл 11.85E 1.54E 0.08E Jeffrey, Humphrey, 1974 ;a

( )= − + −664 647 630Хл 5.43E 21.03E 2.66E Jeffrey, Humphrey, 1974 ;b

( )+ = − − +664 647 630Хл 1 2 1.67E 7.60E 24.52E Jeffrey, Humphrey, 1974 .c c

Содержание каротиноидов определяли экс-
трактно-фотометрическим методом (Dere et al.,

1998). Для этого 5 мг биомассы подвергали замора-
живанию-размораживанию, после чего растирали

Рис. 1. Coelastrella multistriata MZ–Ch23: а – молодые
вегетативные клетки; возраст культуры 15 сут; б –
зрелая вегетативная клетка в окружении молодых
клеток; возраст культуры 25 сут; стрелка указывает на
спорангий; в – зрелые вегетативные клетки; возраст
культуры 60 сут. Масштабная метка – 10 мкм.

(a)

(в)

(б)

Рис. 2. Кривая роста штамма Coelastrella multistriata
MZ–Ch23. На панели указана стандартная ошибка
среднего.
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с кварцевым песком в 4 мл 100% ацетона. Полу-
ченный гомогенат оставляли на 24 ч в темном ме-
сте в герметично закрытой посуде для полного из-
влечения каротиноидов. После этого экстракт от-
деляли от обломков клеток центрифугированием

(6000 об./мин, 10 мин) и проводили измерения на
спектрофотометре при длине волны 470 нм, что
соответствует максимуму поглощения каротино-
идов в 100% ацетоне. Расчет проводили по фор-
муле и выражали в мг/г сухой биомассы:

Содержание витаминов определяли методом
тонкослойной хроматографии (Hossu et al., 2006).
Предварительно 30 мг биомассы водорослей под-
вергали омылению в 0.5 н. растворе КОН в этано-
ле (“Sigma-Aldrich”, США). Для этого биомассу
помещали в виалу и добавляли 1 мл спиртового
раствора КОН, 10 мг аскорбиновой кислоты
(“Диаэм”, Россия) и омыляли при температуре
90°С в течение 30 мин. Далее из полученного гид-
ролизата экстрагировали спиртовые формы рети-
нола и α-токоферола путем многостадийной экс-
тракции гексаном (“Sigma-Aldrich”, США). Для
этого экстракцию проводили 4 раза, добавляя по
1.0, 1.0, 1.0 и 0.5 мл гексана к гидролизату, после
чего смесь отстаивали и декантировали гексано-
вый экстракт. Объединенные экстракты промы-
вали дистиллированной водой до нейтральной
реакции по универсальной индикаторной бумаге.
Далее экстракт упаривали в вакууме при температу-
ре 55–60°С. Полученный сухой остаток растворя-
ли в 100 мкл бензола (“PanReac AppliChem”, Ис-
пания) и наносили в объеме 10 мкл на линию
старта пластины для тонкослойной хроматогра-
фии (силикагель 60; “Sigma-Aldrich”, США), и
хроматографировали. В качестве подвижной фа-
зы использовали хлороформ (“Sigma-Aldrich”,
США), дистанция прохода растворителя 8.5 см,
для детектирования положения пятен витаминов
рядом с исследуемыми образцами наносили рас-
твор стандартных веществ. Для проявления ве-
ществ использовали детектирующий 1%-раствор
фосфорномолибденовой кислоты (“ЛенРеак-
тив”, Россия) в этаноле, в который погружали
пластины на 10 с, после чего просушивали от рас-
творителя и прогревали в термостате 5 мин при
100°С. Витамины проявлялись в виде синих пятен
на желтом фоне, обесцвечивание фона проводи-
ли путем выдерживания пластины в парах аммиа-
ка в течении 20 с. Далее пластины сканировали и
измеряли площадь и высоту пиков в программе
Sorbfil TLC Videodensitometr v2.3.0. Концентра-
цию определяли путем сравнения с калибровоч-
ным графиком, построенным с использованием
стандартных растворов ретинола (“Sigma-Al-
drich”, США) и α-токоферола (“Sigma-Aldrich”,
США), которые разделяли и детектировали на
пластине в аналогичных с исследуемыми проба-
ми условиях.

Определение содержания протеинов проводи-
ли бицинхониновым методом (Jain et al., 2020).
Для этого 10 мг биомассы подвергали заморажи-
ванию-размораживанию и гомогенизировали с
кварцевым песком в среде 1 мл этанола для экс-
тракции и удаления хлорофиллов и липофильных
веществ. Далее экстракт отделяли от осадка цен-
трифугированием (6000 об./мин, 10 мин), осадок
ресуспендировали в 1 мл экстрагирующего фос-
фатного буфера (0.1 М, pH 7.5, SDS 0.5%; “Sigma-
Aldrich”, США) и оставляли на 12 ч при температу-
ре 25°С. Для построения калибровочного графика
использовали стандартный раствор бычьего сыво-
роточного альбумина (“Thermo Scientific”, США).

Содержание ТБК-активных продуктов опре-
деляли по их способности образовывать в кислой
среде при нагревании окрашенный комплекс с
2-тиобарбитуровой кислотой (Zeb, Ullah, 2016).
Экстракцию ТБК-активных продуктов проводи-
ли 1.2% раствором хлорида калия (“PanReac Ap-
pliChem”, Испания). Для этого к 0.1 г биомассы
водорослей добавляли 0.9 мл хлорида калия и го-
могенизировали с кварцевым песком. Для отде-
ления супернатанта от осадка гомогенат центри-
фугировали (9000 об./мин, 15 мин).

Для определения содержания ТБКаП в исход-
ном гомогенате к 0.2 мл экстракта прибавляли 1.6 мл
фосфатного буфера (0.5 М, pH 7.35) и 1 мл раство-
ра 2-тиобарбитуровой кислоты (“Sigma-Aldrich”,
США), приготовленной на ледяной уксусной кис-
лоте. После этого смесь нагревали 60 мин при 95°С.
Далее реакционную среду охлаждали до комнат-
ной температуры и измеряли оптическую плот-
ность при 532 нм.

Также определяли содержание ТБКаП при ин-
дукции процессов пероксидного окисления ли-
пидов (ТБКаПин). В реакционную среду, которая
содержала 0.2 мл гомогената и 1.5 мл фосфатного
буфера добавляли 0.1 мл 1% раствора сульфата
железа ІІ (“ЛенРеактив”, Россия) и инкубирова-
ли 30 мин при температуре 37°С. Для определе-
ния ТБКаПин проводили аналогичные действия,
описанные выше. Для расчета концентрации ис-
пользовали следующую формулу:

где С – концентрация ТБКаП (нмоль/г); D – оп-
тическая плотность; 28 и 31.2 – коэффициенты,
учитывающие специфическое молярное погло-

( )= − −470Кар 1000A 2.270Хл 81.4Хл 227 Dere et al., 1998 .a b

С D 28 31.2,= ×
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щение триметинового комплекса ТБК с ТБК-ак-
тивными продуктами и степень разведения (для
объема инкубационной среды – 2.8 мл).

Все измерения были проведены в пяти повтор-
ностях, числа в табл. 1 и 2 показывают среднюю
величину и ошибку средней. Статистические
данные получены в программе Microsoft Excel
(v. 1903).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Хлорофиллы являются важными пигментами

поглощения световой энергии для фотосинтеза,
высокая интенсивность которого способствует
увеличению биомассы клеток при благоприятных
условиях роста. В результате исследований установ-
лено, что штамм C. multistriata MZ–Ch23 продуци-
ровал максимальное количество хлорофиллов в
экспоненциальной (“зеленой”) фазе роста – 2.35%
сухой массы (табл. 1), а наибольшая концентра-
ция Хл а достигала 14.82 мг/г или 1.48%. После
перехода культуры в стационарную (“красную”)
фазу количество хлорофиллов снижалось до 1.1%,
а к 60 сут опускалось до 0.12%. При этом после
длительного культивирования происходило из-
менение состава хлорофиллов – на первое место
по содержанию выходит Хл b, а далее с немного
меньшим значением следует Хл c. Примечатель-
но, что для штаммов Coelastrella и ранее было по-
казано значительное снижение содержания Хл а,
Хл b в стационарной фазе роста по сравнению с
экспоненциальной (Abe et al., 2007; Minyuk et al.,
2016, 2017). В частности, Abe et al. (2007) устано-
вили, что для штамма C. striolata var. multistriata
(Trenkwalder) Kalina et Puncochárová в логариф-
мической фазе роста содержание Хл а варьирова-
ло от 0.75 до 15–18 мг/г сухой массы, а Хл b – до
6.0 мг/г. Отмечено, что кривая изменения кон-
центрации Хл а зависела от объема реактора и
времени инкубации, и максимальное содержание
Хл а достигалось через 10‒20 сут от начала куль-
тивирования. После перехода культуры в стацио-
нарную фазу содержание Хл а и Хл b опускалось
до 0.3 мг/г, что по значениям очень близко к по-
лученным нами результатам на 60 сут (табл. 1). В
то же время для штамма C. rubescens IPPAS H-350
установлено, что в начале культивирования со-
держание хлорофиллов находилось на уровне
5.8% сухой массы для Хл а и 2.2% для Хл b (Minyuk
et al., 2016, 2017), а в стационарной фазе отмечено
снижение количества пигментов до уровня 0.2–
0.5 и 0.2–0.25% в зависимости от условий и вре-
мени инкубирования. Следовательно, получен-
ные нами результаты по количеству хлорофилла в
конце культивирования сопоставимы с данными
по штамму Coelastrella striolata var. multistriata (Abe
et al., 2007). При этом их содержание в экспонен-
циальной фазе было в 3 и более раз меньше по
сравнению с показателями для C. rubescens (Vi-

natzer) Kaufnerová et Eliás (Minyuk et al., 2016,
2017). Значительные отличия по содержанию хло-
рофиллов могут быть связаны с различными
условиями выращивания культуры и в первую
очередь – с интенсивностью освещения. Abe et al.
(2007) показали, что повышение интенсивности
освещения с 13 до 40 мкмоль фотонов/(м2 с) сопро-
вождалось увеличением количества Хл а в 1.8 раз.
В нашем исследовании штамм C. multistriata MZ–
Ch23 культивировали при интенсивности осве-
щения 70 мкмоль фотонов/(м2 с), в работе Abe
et al. (2007) интенсивность освещения составляла
65 мкмоль фотонов/(м2 с), в то время как штамм
C. rubescens IPPAS H-350 выращивали под воздей-
ствием света большей интенсивности: 136–
140 мкмоль фотонов/(м2 с) (Minyuk et al., 2016,
2017), что может обусловливать описанные отли-
чия в результатах.

Показательной характеристикой культур мик-
роводорослей является количество синтезируе-
мых метаболитов в единице объема культивируе-
мой суспензии. Культура штамма C. multistriata
MZ–Ch23 содержала от 2.57 до 11.63 мг/л хлоро-
филлов через 25 сут культивирования (табл. 2).
Эти данные значительно превосходят объемную
концентрацию Хл а у штамма Coelastrella sp. после
16 сут выращивания в стрессовых условиях, вы-
званных введением в питательную среду ADSW
ионов Сu2+ с концентрацией 1–3 мг/л (Li et al.,
2018). Поддержание культур микроводорослей в
стационарной фазе роста может оказывать схо-
жее воздействие на физиологические процессы в
клетке, как и стрессирование во время экспонен-
циальной фазы. В данном случае воздействие вы-
соких доз меди частично моделирует процессы,
происходящие в “красной” фазе роста, а именно,
запуск процессов биосинтеза факторов репара-
ции и метаболизма антиоксидантов, поскольку
медь, накапливаясь в клетках, приводит к генера-
ции АФК, которые вызывают антиоксидантный
ответ (İşeri et al., 2011).

Так же нами впервые установлено накопление
Хл c для представителей рода Coelastrella, о чем не
сообщалось ранее. Хлорофилл с является допол-
нительным пигментом, присутствует у многих
фотосинтезирующих организмов (Jeffrey et al.,
2011) и выполняет функцию фотоконцентрации и
передачи энергии в реакционный центр (Blanken-
ship, 2002). Накопление Хл c штаммом C. multistriata
MZ–Ch23 во время стационарной фазы роста в
количестве 0.41–2.74 мг/г на фоне активации
синтеза вторичных метаболитов (каротиноидов)
может быть компенсаторной реакцией, направ-
ленной на поддержание фотосинтетических про-
цессов при снижении содержания Хл а и Хл b
(табл. 1). Поскольку Хл c не имеет изопреноидно-
го хвоста (Blankenship, 2002; Jeffrey et al., 2011), его
биосинтез, в отличие от Хл а, Хл b и каротинои-
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дов, не требует вовлечения изопреноидных фраг-
ментов. Соответственно, переключение на синтез
Хл c при активации каротиногенеза может быть
одним из механизмов адаптации к неблагоприят-
ным условиям, которыми характеризуется стацио-
нарная фаза роста, поскольку наступает в результате
нехватки питательных веществ или других стресс-
факторов (Hecker, Völker, 2001).

Накопление каротиноидов является результа-
том активации метаболизма антиоксидантов
(Hecker, Völker, 2001) и направлено на снижение
негативного воздействия стрессорных факторов,
поскольку каротиноиды обладают более сильными
антиоксидантными свойствами, нежели другие
внутриклеточные антиоксиданты, например,
α-токоферол и витамин С (Sies et al., 1992; Del
Mondo et al., 2020). В частности, β-каротин играет
важную роль в виолоксантиновом цикле светоза-
щиты, является антиоксидантом, обеспечиваю-
щим нейтрализацию АФК и триплетного хлоро-
филла (Smerilli et al., 2016; Toti et al., 2018). При-
чем для некоторых высших растений установлен
механизм прямого преобразования β-каротина в
зеаксантин, который позволяет избежать фото-
ингибирования (Wright et al., 2011). Зачастую от-
ветом на излишнее образование АФК, которое
наблюдается в стационарной фазе роста, является
снижение содержания ненасыщенных жирных кис-
лот в клетке (Pamplona, 2008). Поскольку ранее в
биомассе C. multistriata MZ–Ch23 было установлено
высокое содержание ненасыщенных жирных
кислот (78.84% от их общего количества; Maltsev
et al., 2021a), можно предположить, что исследован-
ный штамм имеет другой механизм повышения
устойчивости к действию свободных радикалов, на-

пример, за счет накопления большого количества
низкомолекулярных антиоксидантов (в том числе
каротиноидов). В целом для штамма C. multistriata
MZ–Ch23 установлено общее содержание каро-
тиноидов на уровне 7.42–42.11 мг/г (0.74–4.21%
сухой массы) и увеличение их содержания с возрас-
том культуры. Подобная тенденция установлена
для штамма Coelastrella sp. F50, который показал
возможность накопления каротиноидов до 4.08%
сухой биомассы (Hu et al., 2013). Abe et al. (2007) со-
общают, что штамм C. striolata var. multistriata ха-
рактеризовался суммарным содержанием β-каро-
тина, кантаксантина и астаксантина в количестве
0.84% сухой биомассы во время “зеленой” фазы
роста и увеличением этого значения до 5.6% во
время “красной”, что незначительно превышает
полученный нами результат. При этом такие вы-
сокие результаты для C. striolata var. multistriata по
накоплению каротиноидов удалось получить при
освещении 65 мкмоль фотонов/(м2 с) и увеличе-
нии в 2 раза (до 500 мг/л) концентрации NaNO3 в
среде BBM (Abe et al., 2007). В тоже время для
штамма C. rubescens IPPAS H-350 отмечена проти-
воположная тенденция, а именно уменьшение
количества каротиноидов с возрастом культуры –
с 1.8% во время экспоненциальной фазы и до 0.6%
во время “красной” (Minyuk et al., 2016, 2017).

Витамин А (ретинол) является продуктом вто-
ричного метаболизма микроводорослей, прекурсо-
ром которого выступают каротиноиды (Toti et al.,
2018). Ретинол и его окисленные формы обеспе-
чивают важные функции в организме человека и
животных: способствуют дифференциации и росту
тканей, выполняют репродуктивную, иммунную и
рецепторную функцию, проявляют антиокси-

Таблица 2. Биохимические показатели суспензии Coelastrella multistriata в зависимости от продолжительности
культивирования (M ± m; n = 5)

Параметр Экспоненциальная фаза
(15 сут)

Стационарная фаза
(25 сут)

Длительное 
выращивание

(60 сут)

Биомасса, г/л 1.02 ± 0.05 1.71 ± 0.06 1.45 ± 0.06

Количество клеток, ×106 шт./мл 11.31 ± 0.45 16.15 ± 0.47 13.44 ± 0.57
pH 8.55 ± 0.45 9.22 ± 0.46 9.41 ± 0.57
Хлорофилл a, мг/л 15.1 ± 0.77 11.63 ± 0.58 0.44 ± 0.03
Хлорофилл b, мг/л 7.24 ± 0.36 2.57 ± 0.13 0.73 ± 0.04
Хлорофилл c1 + c2, мг/л 1.63 ± 0.08 4.62 ± 0.23 0.58 ± 0.03
Каротиноиды, мг/л 7.55 ± 0.38 19.49 ± 0.96 61.05 ± 3.05
Ретинол, мкг/л 170.49 ± 8.53 586.09 ± 29.31 318.74 ± 15.98
α-Токоферол, мкг/л 16.13 ± 0.82 38.82 ± 1.94 84.62 ± 4.25
Протеин, мг/л 202.88 ± 10.15 212.38 ± 10.62 141.81 ± 7.12
ТБКаП, нмоль/л 0.93 ± 0.05 2.17 ± 0.11 2.48 ± 0.12
ТБКаПин, нмоль/л 1.35 ± 0.07 4.38 ± 0.22 31.30 ± 1.57
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дантные свойства (Imdad et al., 2017). Для зеленых
водорослей установлена способность синтезиро-
вать витамин А в широком диапазоне от 10 до
4280 мкг/г сухой биомассы (Santiago-Morales
et al., 2018; Del Mondo et al., 2020). При этом ис-
следованный штамм C. multistriata характеризо-
вался способностью к накоплению витамина А в
пределах 167.15–342.74 мкг/г с максимальным зна-
чением на 25 сут культивирования. Анализ объем-
ного содержания, которое является более показа-
тельным выражением продуктивности штамма,
показывает возможность получения ретинола до
586.09 мкг/л культуры водоросли после 25 сут
культивирования (табл. 2).

Витамин Е (α-токоферол) играет очень важ-
ную функцию в клетках микроводорослей – яв-
ляется антиоксидантом и, наряду с β-каротином,
препятствует возникновению фотоокислитель-
ного стресса (Del Mondo et al., 2020). Как и вита-
мин А, α-токоферол в клетках зеленых водорос-
лей продуцируется в разном количестве: известна
способность некоторых видов Chlorophyta накап-
ливать витамин Е до 785 мкг/г (Mudimu et al., 2017).
В биомассе штамма MZ–Ch23 обнаружено неболь-
шое количество α-токоферола: 15.81–58.36 мкг/г
сухой массы. Данный показатель сопоставим с ре-
зультатами, полученными для штаммов Enallax
costatus SAG 46.88 (19.22 мкг/г), Scenedesmus vacu-
olatus SAG 211-11 m (43.65 мкг/г) и Tetradesmus
obliquus SAG 276–1 (50.82 мкг/г) во время стацио-
нарной фазы при выращивании на среде BBM с
утроенной концентрацией нитратов (Mudimu
et al., 2017). При этом другие штаммы рода Coelas-
trella продуцируют значительно больше α-токо-
ферола: 424.35 мкг/г (C. terrestris SAG 477a),
508.28 мкг/г (C. oocystiformis SAG 277–1) и 509.11
мкг/г (C. rubescens SAG 475a) (Mudimu et al., 2017). В
целом отмечено, что значительное накопление α-то-
коферола чаще наблюдается во время стационар-
ной фазы роста по сравнению с логарифмической,
что обусловливается активацией вторичного ме-
таболизма антиоксидантных веществ в более
стрессовых условиях “красной” фазы (Hecker,
Völker, 2001; Mudimu et al., 2017). В то же время от-
носительно низкое содержание α-токоферола у
штамма MZ–Ch23 может быть связано с активаци-
ей биосинтеза каротиноидов, для образования ко-
торых используются изопреноидные фрагменты
(DellaPenna, Pogson, 2006). Установлено, что изо-
преноидные фрагменты расходуются в первую
очередь на биосинтез продуктов с большей анти-
оксидантной активностью – в данном случае это
будут каротиноиды, а не витамин Е (Sies et al.,
1992; Del Mondo et al., 2020). С другой стороны,
как указано выше, у штамма MZ–Ch23 стацио-
нарная фаза роста характеризуется низким содер-
жанием хлорофилла, что приводит к снижению ин-
тенсивности фотосинтетических процессов, и, со-
ответственно, биосинтеза α-токоферола, поскольку

он может синтезироваться только в условиях актив-
ного фотосинтеза (Мокросноп, Золотарева, 2014).

Ранее для штаммов Coelastrella было установ-
лено содержание протеина в сухой биомассе на
уровне 317.7 мг/г во время экспоненциальной фа-
зы и снижение до 104.9 мг/г в стационарной
(Minyuk et al., 2017). Считается, что такое снижение
является типичным для стрессированных кароти-
ногенных клеток микроводорослей, а в конкретном
случае у штамма C. rubescens IPPAS H-350 вызвано
10-кратным уменьшением концентрации азота и
фосфора в стандартной среде ВВМ. В таких усло-
виях падение количества белка в клетке может
быть связано с нехваткой азота и его перераспре-
делением путем аутофагии, вызванной стрессом
(Pérez-Pérez et al., 2012; Minyuk et al., 2017). Также
для штамма Coelastrella sp. известно объемное со-
держание белка равное 180 мг/л во время стацио-
нарной фазы роста на среде ADSW (Li et al., 2018).
Показатели, полученные нами для штамма MZ–
Ch23 (табл. 1, 2), характеризуют его как более
продуктивный в контексте накопления белка в
стационарной фазе по сравнению со штаммом
IPPAS H-350 (Minyuk et al., 2017). Исследуемый
штамм C. multistriata имел более высокие показа-
тели как в количестве белка в сухой биомассе
(122.2 мг/г по сравнению с 104.9 у штамма C. ru-
bescens), так и в объемном отношении (212.39 мг/л
по сравнению с 83.4 в стационарной фазе, 202.88
и 54.8 мг/л в экспоненциальной фазе у штамма
C. rubescens).

Содержание ТБК-активных продуктов может
косвенно отражать интенсивность пероксидных
процессов в клетке, а также указывать на состоя-
ние системы антиоксидантной защиты, посколь-
ку генерируемые АФК атакуют жирные кислоты
липидов и приводят к накоплению ТБК-актив-
ных продуктов и пероксидов липидов (Wang et al.,
2017; Li et al., 2018). Исследуемый штамм C. mul-
tistriata MZ–Ch23 на всех фазах роста характери-
зовался низким исходным содержанием ТБКаП –
0.005–0.015 нмоль/мг протеина с наивысшим
значением на 60-е сутки. Индукция пероксидно-
го окисления липидов ионами Fe2+ привела к уве-
личению количества ТБКаПин в 1.4–12.5 раз
(табл. 1). Небольшая разница между ТБКаП и
ТБКаПин во время экспоненциальной и стацио-
нарной фаз указывает на функциональную стабиль-
ность клеток и устойчивость к стрессу. Наибольший
эффект оказывает стимулирование пероксидного
окисления в конце культивирования – ТБКаПин
возросло до 0.187 нмоль/мг протеина. Такого рода
изменения показывают низкую устойчивость
штамма к оксидативному стрессу в это время, что
может быть связано со значительным содержани-
ем ненасыщенных жирных кислот в клетках (до
78.84%), которые, как известно, являются основ-
ным субстратом липопероксидации (Gamliel et al.,
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2008; Galván, 2017). В данном случае длительное
воздействие факторов, запускающих процессы
липопероксидации, постепенно приведут к исто-
щению внутримолекулярных антиоксидантов, а в
последствии и к гибели клетки. В то же время, ес-
ли сравнить содержание ТБКаП в клетках других
штаммов Coelastrella, то результат покажет пер-
спективность использования в биотехнологии
штамма MZ–Ch23. Так, концентрация ТБКаП в
интактных клетках штамма Coelastrella sp. соста-
вила 0.705 нмоль/мг протеина, что более чем в 30
раз выше полученных нами результатов (Li et al.,
2018). Последующее 16-сут инкубирование дан-
ного штамма в среде ADSW с добавлением Сu2+

приводило к значительному повышению концен-
трации ТБКаП до 3.3–6.5 нмоль/мг протеина, что
свидетельствует о накоплении в клетках меди и,
соответственно, активации пероксидных процес-
сов. Результатом угнетения процессов антиокси-
дантной защиты стало значительное снижение
содержания ненасыщенных жирных кислот в со-
ставе липидов клеток (Li et al., 2018).

Известно, что представители рода Coelastrella
относятся к стенобионтным микроводорослям по
отношению к кислотности среды при культиви-
ровании (Minyuk et al., 2016). На примере штамма
C. rubescens IPPAS H-350 показано, что оптимум
рН среды находится в диапазоне 6.0–7.0. В этих
условиях скорость роста, содержание Хл а, сум-
марных каротиноидов и полиненасыщенных
жирных кислот были самыми высокими (Minyuk
et al., 2016). При выполнении эксперимента в на-
копительной культуре штамма MZ–Ch23 нами
было отмечено быстрое защелачивание суспен-
зии до рН 9.22 уже на 25 сут культивирования
(табл. 2), в то время как в начале выращивания
значение pH было 6.90. На 60 сут культивирова-
ния отмечено наибольшее смещение pH в сторо-
ну высоких значений (pH 9.41) Следует отметить,
что культура C. multistriata показала меньшую
способность к защелачиванию среды, чем с C. ru-
bescens, в суспензии которой значение pH дости-
гало 10.5 во время выращивания без обогащения
культуры СО2 (Minyuk et al., 2016). В дальнейшем
будет продолжена работа по изучению влияния
изменения pH среды на функциональное состоя-
ние клеток C. multistriata.

В целом, предыдущие наши отчеты и настоя-
щее исследование показывают, что биохимиче-
ские характеристики биомассы штамма C. multistri-
ata MZ–Ch23 являются ценными с точки зрения
биотехнологического использования. Перспек-
тивным представляется его культивирование на
стандартной среде BBM в течение ранней стаци-
онарной фазы. Именно 25-сут культивирование
позволяет получить биомассу, с одной стороны,
богатую биологически активными веществами (в
первую очередь омега-3 жирными кислотами, ка-

ротиноидами, витамином А и протеином), а с
другой – устойчивую к пероксидному окислению
липидов. На основании вышеизложенного можно
сделать общий вывод, что для штаммов Coelastrella
стрессирование условий культивирования измене-
нием состава питательной среды или добавлением
тяжелых металлов является нерациональным под-
ходом, поскольку приводит к ухудшению качества
культуры, расходованию антиоксидантных суб-
стратов на подавление усиливающихся процессов
пероксидного окисления липидов, и как след-
ствие – к перестройке метаболизма липидов на сни-
жение количества ненасыщеных жирных кислот.
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Abstract—The functional state of an enrichment culture of a green alga Coelastrella multistriata (Trenkwalder)
Kalina et Puncochárová in the course of 60-day cultivation was studied. The concentrations of chlorophylls
a, b, and c, total carotenoids, protein, an vitamins A and E was determined. The rates of lipid peroxide oxi-
dation in the cells of C. multistriata strain MZ–Ch23 were determined using the concentrations of peroxida-
tion products reacting with 2-thiobarbituric acid. The concentrations of these products were determined in
the algal biomass on days 15, 25, and 60 of cultivation in the BBM medium, as well as after initiation of per-
oxide oxidation with Fe2+. Among the photosynthetic pigments, the highest content (14.82 mg/g dry bio-
mass) was shown for chlorophyll a during the exponential growth phase. The total amount of carotenoids was
comparable to the values for other studied Coelastrella strains, 0.74–4.21% of the dry biomass. Strain MZ–
Ch23 was shown to accumulate high concentrations of retinol (170.49–586.09 μg/L of the algal culture) and
protein (141.81–212.38 mg/L). While during all phases of the cultivation C. multistriata cells exhibited low
concentrations of the products of lipid peroxide oxidation (0.005–0.015 nmol/mg protein), initiation of per-
oxide oxidation increased the concentration of TBA-active products up to 0.187 nmol/mg protein on day 60.
Cultivation in BBM medium for 25 days proved to be the optimal strategy for obtaining C. multistriata bio-
mass enriched with secondary metabolites and resistant to peroxide oxidation. This resulted in significant
amounts of the biomass with high levels of carotenoids, protein, and vitamin A.

Keywords: vitamins, green algae, carotenoids, protein, thiobarbiturate-active products, chlorophyll
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